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Resumo

Estudos recentes sugerem o envolvimento de alteragbes em células gliais na
fisiopatologia do transtorno bipolar e de outras doencas psiquiatricas como esquizofrenia
e depressdo maior. Sabe-se que astrécitos e microglia exercem funcdes essenciais no
sistema nervoso central, estando envolvidos principalmente na manutencdo da
homeostase e promogéo de um ambiente celular adequado. No entanto, quando ativadas,
estas celulas podem exercer efeito negativo sobre os eventos troficos em vias neurais
lesadas. Desta maneira, 0 objetivo deste trabalho consistiu em avaliar possiveis
alteracOes em astrocitos e em células microgliais no estriado de ratos Wistar submetidos
a um modelo animal de mania induzido por dimesilato de lisdexanfetamina (LDX). O
experimento foi realizado em um modelo no qual ratos Wistar machos (n = 16)
receberam por via oral diariamente, ao longo de sete dias, LDX 10 mg/kg (n = 8) —
grupo LDX, ou agua destilada (n = 8) — grupo controle; no oitavo dia os ratos receberam
uma ultima administracdo de LDX ou agua destilada e em seguida cada grupo foi
dividido em quatro subgrupos, os quais foram submetidos a eutanasia em momentos
distintos - 2 horas, 24 horas, 15 dias e 21 dias ap6s a Ultima administragdo. Os animais
foram perfundidos com salina 0,9 % seguido por perfusdo com paraformaldeido (PFA)
10 % em tampdo fosfato 0,1 M e pH 7,4. Apos a eutanasia, 0s cérebros dos ratos foram
removidos e pos-fixados com PFA 10 % (24 h, 4 °C) e permaneceram em tampéo fosfato
até a separacdo do estriado e posterior seccdo da estrutura (sec¢bes com
aproximadamente 50 um de espessura) usando um vibratomo. Em seguida, foi realizada
imuno-histoquimica usando anticorpos primarios com o objetivo de avaliar o0s
marcadores de astrocitos GFAP (proteina &cida fibrilar glial), S100B e GS (glutamina
sintetase) e o marcador de microglia Ibal, além de anticorpos secundarios apropriados
conjugados a fluorocromos. As imunomarcagdes foram visualizadas por meio de
microscopia confocal. Neste estudo, cujos resultados ainda sdo preliminares devido ao
limitado ndmero de animais utilizados até o momento, observamos que houve um
aumento no namero de células positivas para 0s marcadores de astrocitos S100B, GFAP
e GS nos animais tratados com LDX em relagdo ao grupo controle na maioria das
condi¢des experimentais investigadas. Adicionalmente, notamos também um aumento na
quantidade de células Ibal+ no grupo LDX quando comparado ao grupo controle, nas
condicOes referentes a 2 horas e 24 horas, 0 que representa um aumento no nimero de
células microgliais ativadas. Embora ainda nédo seja possivel avaliar se estas diferencas
sdo estatisticamente significativas, a interpretagdo conjunta dos dados obtidos nos
permite sugerir que possa estar ocorrendo microgliose e astrogliose reativas nos animais
que receberam LDX, o que reforcaria a hipotese de que a microglia poderia estar levando
a ativacdo de astrocitos por meio de mediadores inflamatdrios, e iria ao encontro de
estudos recentes que mostram a presenca de um estado pré-inflamatério durante
episddios agudos no transtorno bipolar. Contudo, mais estudos sdo necessarios para que
seja possivel garantir poder estatistico adequado ao trabalho e assim comprovar os dados
obtidos até 0 momento.



Abstract

Recent studies have suggested the involvement of changes in glial cells in the
pathophysiology of bipolar disorder and other psychiatric disorders as schizophrenia
and major depression. It is known that astrocytes and microglia have essential roles
in the central nervous system, mainly maintaining the homeostasis and promoting an
appropriate cellular setting. However, when these cells are activated, they can exert a
negative effect on trophic processes in damaged neural pathways. In this way the
objective of this study was evaluate possible changes in astrocytes and microglial
cells in the striatum of Wistar rats of an animal model of mania induced by
lisdexamfetamine dimesylate (LDX). Male Wistar rats (n=16) received daily, via oral
route, for seven days, LDX 10 mg/kg (n=8) — LDX group, or distilled water (n=8) —
control group; on the eighth day, rats received the last LDX or distilled water
administration and each group was separated into four subgroups, which were
euthanized in different moments — 2 hours, 24 hours, 15 days and 21 days after the
last administration. Animals were perfused transcardially using saline (0,9 %)
followed by paraformaldehyde (PFA) 10 % in phosphate buffer 0,1 M and pH 7,4.
After euthanasia, rats’ brain were removed, post-fixed with PFA 10 % (24 h, 4 °C)
and maintained in phosphate buffer until striatum be separated; and subsequently
sections (50 um) were cut on a vibratome. Afterwards, immunohistochemistry was
performed using primary antibodies to evaluate the astrocyte markers GFAP (glial
fibrillary acidic protein), S100B and GS (glutamine synthetase) and the microglial
staining lIbal, and appropriate fluorochrome-conjugated secondary antibodies.
Immunostaining were analyzed using confocal microscopy. In this study, which has
preliminary results due to the limited animal number analyzed so far, we have noted
that there is an increase in the number of positive cells to astrocyte markers in the
animals which received LDX compared to control group in most experimental
conditions. Additionally, we have observed an increase in the number of Ibal+ cells
in LDX group compared to control group, in 2 hours and 24 hours conditions, that
could represent microglial activation. Although it was not possible yet establish
whether these differences are statistically significant, the data together suggest that a
possible reactive microgliosis and astrogliosis may be present in animals which
received LDX, what would support the hypothesis that microglia may be driving to
an astrocyte activation through inflammatory mediators like suggested by other
current studies which show a pro-inflammatory status during acute episodes in
bipolar disorder. Nonetheless, more studies are warranted to be possible ensure an
adequate statistical power for the study and prove the findings gotten so far.



INTRODUCAO

1. Transtorno Bipolar
1.1. Definicdo e Epidemiologia

O transtorno bipolar (TB) é uma doenga mental grave, de carater crénico e
recorrente e que se caracteriza por oscilagbes no estado de humor, resultando em
episddios de mania ou depressdo, 0s quais variam em intensidade, duracdo e
frequéncia (Goodwin e Jamison, 1991). Dados recentes mostram que o TB é uma das
dez condigOes mais incapacitantes; pacientes bipolares frequentemente apresentam
déficits cognitivos relacionados com a memoéria e o aprendizado, o que influi
diretamente no seu funcionamento psicossocial (Kilbourne et al., 2009). Nos Gltimos
anos, tem-se observado um aumento na prevaléncia do TB, a qual figura em termos
mundiais, em torno de 2,4 % segundo dados bibliograficos recentes (Merikangas et
al., 2011).

O TB é uma doenca que geralmente se manifesta entre o fim da adolescéncia
e inicio da idade adulta (Kaplan et al., 1998). No entanto, boa parte dos pacientes
recebe inicialmente um diagndstico errdneo, sendo tratados como deprimidos -
devido a presenca dos episodios depressivos, ou até mesmo como esquizofrénicos —
devido aos episodios psiclticos. Estima-se que o correto diagndstico e
implementacdo do tratamento mais adequado possa levar em torno de 10 anos, o que
consequentemente leva a piora do estado do individuo com TB, resultando em
prejuizos ndo somente para 0s pacientes, mas também para as familias e para a
sociedade (Gazalle et al., 2005).

O TB classifica-se em TB tipo | e TB tipo Il e espectro bipolar. O primeiro é
caracterizado por um curso clinico no qual ha a presenca de um ou mais episédios de
mania ou episddios mistos, intercalados frequentemente com episddios depressivos.
Por outro lado, o TB tipo Il possui como caracteristica marcante a ocorréncia de
episddios depressivos maiores e episddios hipomaniacos (Shim et al., 2014).

Segundo o DSM-IV-TR (APA, 2002), a hipomania consiste em um estado de
euforia, porém ndo envolve um estado severo a ponto de causar prejuizos funcionais
acentuados no ambito familiar, social ou ocupacional ou apresentar sintomas
psicoticos ou haver necessidade de internacdo, ndo satisfazendo desta maneira 0s

critérios diagnosticos necessarios a um episodio de mania completo. Este ultimo, no
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entanto, pode ser descrito como um estado de humor expansivo ou irritavel, no qual
o individuo, em geral, apresenta desorganizacdo e impulsividade comportamentais,
energia em alta, reducdo significativa do sono, sentimento de grandiosidade,
profusbes de ideias, verborreia e consumo elevado de alcool, café e cigarro. Em
contrapartida, durante episodios depressivos, o individuo apresenta-se melancélico e
pessimista, além de poder apresentar comportamentos e pensamentos lentificados,
sensacdo de fadiga, queixas de ordem somatica, desinteresse por atividades as quais
habitualmente Ihe dariam prazer, aumento ou reducdo do sono e ideacdo suicida
(Suppes e Dennehy, 2009).

O prognostico de pacientes com TB esta diretamente relacionado com a
duracdo da doenca assim como com o numero de episodios. Pacientes com multiplos
episddios e longa duracdo da doenca, por exemplo, tendem a ser mais graves que
aqueles com poucos episddios, e isto parece comprometer o dia-a-dia destes
individuos no que diz respeito ao desempenho social e ocupacional dos mesmos
(Souza, 2005; Rocca e Lafer, 2006). No entanto, entre os episdédios de mania ou
hipomania e depressao, o individuo com TB apresenta periodos subsindrémicos e de
eutimia, a qual consiste na remissdo dos sintomas de humor (Souza, 2005).

O tratamento do TB € baseado no manejo dos episddios agudos e no
tratamento de manutencdo como meio de prevencdo para diminuir a ocorréncia de
novos episddios de humor. Litio, valproato de sddio, lamotrigina, olanzapina,
quetiapina e aripiprazol sdo os farmacos mais comumentemente utilizados para o
tratamento de manutencéo do TB, sendo que os dois primeiros séo os estabilizadores

de humor mais utilizados na pratica clinica (Yatham et al., 2013).

1.2. Fisiopatologia do Transtorno Bipolar
1.2.1. Neurotrofinas, marcadores inflamatdrios e estresse oxidativo

Embora a fisiopatologia do TB ainda ndo esteja completamente elucidada,
grandes avangos visando o esclarecimento da mesma tém sido relatados. Dentre 0s
diversos estudos realizados nos ultimos anos referentes a este tema, percebe-se que
achados significativos concentram-se nas vias bioldgicas relacionadas a

neurotrofinas, inflamacdo e estresse oxidativo, as quais estdo ligadas a



neuroplasticidade, ou seja, a uma espécie de remapeamento das conexdes entre as
células nervosas (Post, 2007).

As neurotrofinas sdo peptideos encontrados no sistema nervoso central (SNC)
e gue sao importantes para o crescimento, diferenciacdo e sobrevivéncia das células
nervosas. O fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) é a neurotrofina mais
abundante no tecido nervoso e encontra-se amplamente distribuida no SNC; sua
importancia ja foi descrita em diversos processos neuronais relacionados ao
desenvolvimento neuronal, neurogénese, sobrevivéncia neuronal, plasticidade
sinaptica, arborizacdo dendritica e memoria de longa duracdo (Post, 2007).

Estudos realizados nos ultimos anos tém demonstrado uma importante relacéo
entre BDNF e transtornos psiquiatricos, entre eles o TB, evidenciando uma reducéo
nos niveis séricos desta neurotrofina em individuos com diagnostico de TB durante
episddios maniacos e depressivos, quando comparados a pacientes eutimicos e
controles saudaveis (Cunha et al., 2006 — Fernandes et al., 2011). Niveis reduzidos
de BDNF podem levar a uma deficiéncia no suporte neurotréfico durante o
desenvolvimento cerebral, causando uma proliferacdo neuronal diminuida ou uma
poda de sinapses excessiva, tendo como resultado uma diminui¢cdo no ndmero de
sinapses (Selemon et al., 1995; Glantz e Lewis, 2000). Uma vez consolidada esta
relacdo entre TB e BDNF, atribui-se ao BDNF uma contribuicéo essencial no que diz
respeito ao entendimento da fisiopatologia do TB, sendo esta neurotrofina um
possivel biomarcador deste transtorno.

Além disso, estudos voltados ao papel da inflamacdo durante o curso clinico
do TB demonstraram que alteracdes imunologicas estariam relacionadas a progressdo
da doenca e a elevados indices de comorbidades (Leboyer et al., 2012), assim como a
severidade e a recorréncia de episodios de humor (Kauer-Sant’Anna et al., 2009).
Como meio comprobatério destes achados, tem sido relatada a presenca de um
estado pro-inflamatério em pacientes bipolares durante episddios de humor, nos
quais se observou um aumento nos niveis periféricos de citocinas pro-inflamatoérias -
IL-6 e TNF-a no decorrer de episddios depressivos; e 1L-2, IL-4, IL-6 e TNF-a
durante episodios de mania - quando comparados a pacientes em eutimia e controles
saudaveis (Ortiz-Dominguez, et al., 2007; Brietzke et al., 2009).

O estresse oxidativo (EO), como mencionado anteriormente, também tem

sido estudado nos ultimos anos com o objetivo de elucidar a sua relacdo com a
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fisiopatologia do TB. O EO é definido como uma condi¢éo bioldgica na qual ocorre
um desequilibrio entre agentes oxidantes e antioxidantes. Recentemente, um estudo
conduzido na Inglaterra mostrou que pacientes com TB apresentam menores niveis
plasmaticos de glutationa total em comparacdo ao grupo controle, evidenciando o
papel do EO na fisiopatologia do TB (Rosa et al., 2014). Esse desequilibrio pode
resultar em um dano a macromoléculas bioldgicas, como lipidios, proteinas e ao
préprio DNA.

O SNC apresenta um alto consumo de oxigénio, o que pode levar a producgédo
de espécies reativas de oxigénio (EROs). Por ser a mitocondria a maior fonte de
radicais livres, a hipdtese mais aceita atualmente é que o EO presente no TB é
decorrente de uma disfuncdo mitocondrial. Em 2007, Andreazza e colaboradores
demonstraram que pacientes com TB possuiam um aumento na frequéncia de dano
ao DNA, a qual possivelmente teria sido causada por EROs, e este dano apresentou
uma correlacdo positiva com a severidade de sintomas maniacos e depressivos
(Andreazza et al., 2007).

Em estudos recentes, alteracbes neuroanatbmicas tém sido associadas a
progressdo da doenca no TB. Atrofia cortical e aumento dos ventriculos, por
exemplo, sdo mais pronunciadas em pacientes com mais tempo de doenca e com
episddios de humor repetidos em relacdo a pacientes com menos episodios e menor
tempo de doenca (Pfaffenseller et al., 2012).

Além do mais, ha evidéncias que apontam fatores genéticos, regulacdo da
expressdo génica e vias de sinalizagdo neuro-humorais possivelmente envolvidos
com a fisiopatologia do TB (Kapczinski et al., 2008). Adicionalmente, estudos
sugerem que alteracdes funcionais e estruturais em pacientes bipolares podem estar
relacionadas a rede de conexdes limbicas anteriores, incluindo os ganglios basais
(Shahana et al., 2011).

1.2.2. Alterag6es Neuroanatomicas: Estriado

O estriado faz parte dos nucleos da base, termo este utilizado para designar
estruturas constituidas por diferentes por¢fes de matéria cinzenta e que se localizam
na porc¢do subcortical de cada hemisfério cerebral, sendo que os principais nucleos

constituintes dos ndcleos da base sdo: o estriado, o globo pélido, a substancia negra



(pars reticulata e pars compacta) e o nucleo subtaldmico. O nlcleo caudado, o
putdmen e o estriado ventral (que inclui o ndcleo accumbens) formam o estriado
(Kandel et al., 1991; Martin et al., 2013).

A etiologia do nome ¢ latina — striatum — devido as estrias que sdo observadas
nesta estrutura, em especial quando observada ao microscopio (Lent, 2001). Estas
estrias sdo provenientes de ax6nios mielinizados da porgdo interior da cépsula
interna, a qual em humanos atravessa o estriado de modo a separar, porém de
maneira incompleta, o caudado do putdmen. Em roedores, no entanto, o caudado e o
putdmen representam uma unica estrutura (Mink, 1999).

Os neurdnios que constituem o estriado sdo em sua grande maioria (cerca de
95%) do tipo espinhosos médios, 0s quais utilizam GABA como neurotransmissor;
ha também os interneurdnios estriatais (cerca de 1 % a 2 %), 0s quais sao neurénios
do tipo ndo-espinhosos e fazem conexfes com 0s espinhosos médios (Mink, 1999).

Os ndcleos da base possuem uma série de conexdes aferentes, eferentes e
internas, sendo que o estriado € considerado a porta de entrada principal para muitas
destas aferéncias (Lent, 2001). Em relacdo as aferentes, existem dois tipos principais
de conexdes, ambas excitatorias, para os nucleos da base: provenientes do cortex
cerebral (em especial das &reas pré-frontal, pré-motoras, motoras, sensoriais - exceto
cortex visual e auditivo primario - e limbicas) e dos nucleos intralaminares do
talamo, o que constitui as via corticoestriada e a via talamoestriatal, respectivamente
(Mink, 1999; Barret et al., 2014). As duas principais conexdes eferentes dos nicleos
da base, por sua vez, sdo inibitorias (GABAérgicas) e projetam-se para o tdlamo,
sendo provenientes do globo palido interno e da parte reticular da substancia negra.
Por fim, as conexdes internas incluem, entre outras, uma projecdo nigroestriatal
dopaminérgica a partir da porcdo compacta da substancia negra para o estriado e uma
projecdo GABAGérgica a partir do estriado para a parte reticular da substancia negra
(Barret et al., 2014).

O estriado esta envolvido no controle de movimentos sequenciais, na
regulagdo do tonus e da forca muscular (Lundy-Ekman, 2004). O caudado participa
na cognicdo e no controle do movimento dos olhos; o putdmen € em grande parte
responsavel pelo controle do movimento do tronco e dos membros; ja o0 ndcleo
accumbens, juntamente com as por¢des adjacentes do nucleo caudado e putdmen,

atua no controle das emocdes (Martin et al., 2013).
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O estriado é o nacleo de entrada primario das aferéncias provenientes da
regido cortical, desta maneira, compreender a fungéo exercida pelo estriado nos
transtornos de humor pode representar um importante passo em relacdo ao
esclarecimento da funcdo deste circuito (regido cortical - ganglios basais) como um
todo. Além disso, os circuitos que envolvem as conexdes entre a regido cortical e 0s
ganglios basais estdo relacionados a fungfes tais como o controle motor e o
aprendizado, bem como ao processamento cognitivo e emocional (Marchand e
Yurgelun-Todd, 2010). Anormalidades nestes circuitos tém sido associadas aos
transtornos de humor (Marchand et al., 2012).

Uma série de estudos tem demonstrado, por meio do uso de técnicas de
neuroimagem como ressonancia magnética, tomografia computadorizada, tomografia
por emissdo de pdsitrons e tomografia por emissao de foton Unico, anormalidades
estruturais e funcionais relacionadas aos ganglios basais de pacientes bipolares, em
especial no ndcleo caudado; um aumento no volume desta estrutura foi observado em
pacientes com TB quando comparados a controles saudaveis (Aylward et al., 1994;
Strakowski et al., 1999; DelBello et al.,, 2004). Além disso, alguns estudos
demonstraram a presenca de hiperatividade estriatal e talamica em pacientes com
TB, embora outros estudos reportem achados que conflitem com o0s primeiros
(Marchand e Yurgelun-Todd, 2010).

Marchand e colaboradores sugerem uma relacdo entre desinibicdo
comportamental, funcdo estriatal e risco de suicidio em transtornos bipolares: a
disfuncgéo estriatal, por meio de seu papel na desinibicdo comportamental, pode estar
relacionada a um comportamento suicida (Marchand et al., 2011). Esta hipotese
baseia-se em estudos que relatam que a impulsividade esta aumentada em pacientes
com TB independente de seus estados de humor (Swann, 2010) e que o litio
especificamente diminui a impulsividade, por meio de um mecanismo de agdo que
consiste em diminuir a liberacdo de dopamina no estriado (Kovacsics et al., 2009;
Marchand et al., 2011).

Adicionalmente, estudos demonstraram que pacientes com TB apresentam
um aumento significativo do volume do estriado e dos demais ganglios basais
(Strakowski et al., 2002; Hajek et al., 2005; Strakowski et al., 2005), enquanto
outros ndo relataram alteragdes volumétricas significativas ao comparar os ganglios

basais de pacientes bipolares com controles saudaveis (Machado-Vieira et al., 2005).
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Também neste contexto, um estudo demonstrou, em especial em bipolares tipo I,
uma relacgdo inversa entre a idade e o volume do putdmen, dado este que aponta para
possiveis alteracbes neurodegenerativas relacionadas com a idade nesta regido
(Machado-Vieira et al., 2005).

2. Modelos Animais em Psiquiatria

Os modelos animais representam uma ferramenta pré-clinica fundamental no
que diz respeito ao estudo da fisiopatologia de diversas doencas, assim como no
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos para o tratamento de um grande
numero de patologias. A utilizacdo de modelos animais para o estudo de doencas
psiquiatricas, no entanto, possui algumas limitacbes, uma vez que se pretende
replicar aspectos caracteristicos do comportamento, da cognicdo e da funcionalidade
de humanos em uma espécie animal distinta.

Trés critérios tem sido recomendados para que um modelo animal seja
validado como tal: validade aparente, validade preditiva e validade de construto
(interpretativa). No caso de um modelo animal para o TB, como um modelo animal
de mania, a validade aparente é baseada nas semelhancas entre 0s sintomas maniacos
observados em humanos e 0 comportamento dos animais submetidos ao modelo em
questdo; ja a validade interpretativa é alcancada quando o modelo animal reproduz as
bases bioldgicas e os fatores desencadeadores da patologia em humanos (0s aspectos
fisiopatoldgicos poderiam explicar as alteracdes encontradas no modelo animal e no
transtorno que esta sendo estudado); e a validade preditiva, por outro lado, avalia o
quanto as alteracbes comportamentais induzidas no modelo sé&o prevenidas ou
revertidas pelos farmacos usados no tratamento do transtorno (Machado-Vieira et al.,
2004; Frey et al., 2006c).

Alguns modelos animais de TB tém sido propostos, porém o transtorno
apresenta algumas caracteristicas complexas, destacando-se a recorréncia e a
ciclicidade da doenca, as quais sdo dificeis de serem mimetizadas em animais e
representam uma limitacdo neste tipo de estudo pré-clinico (Kapczinski et al., 2009).
Sendo assim, os modelos animais para TB tendem a focar em apenas um dos p6los
do transtorno, procurando mimetizar o episédio depressivo ou o episddio maniaco da

doenga, uma vez que até 0 momento nédo foi possivel induzir alteracdes de humor
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ciclicas em animais de maneira similar as apresentadas pelos pacientes. Neste
sentido, ha drogas que apresentam a capacidade de induzir sintomas semelhantes aos
da mania, como por exemplo alteragdes no sono, hiperlocomocao, hiperatividade,
aumento do impulso sexual, entre outros (Davies et al., 1974; Fiorino e Phillips,
1999). Entre elas, a D-anfetamina (D-AMPH), que é um estimulante dopaminérgico
tem sido empregada no desenvolvimento de modelos animais de mania (Einat, 2006;
Frey et al., 2006a; Frey et al., 2006b).

A dopamina (DA) é um neurotransmissor catecolaminico altamente presente
no SNC, envolvido em uma variedade de funcbes essenciais relacionadas ao
comportamento e a cognicdo, atencdo e aprendizagem, motivacdo e recompensa,
entre outras; o que a leva a estar implicada em varios disturbios neurologicos e
psiquiatricos (Klanker et al., 2013). A DA exerce um papel essencial na regulacdo do
humor e das fungdes cognitivas, sendo que alteragdes na transmissdo dopaminérgica
tém sido observadas no TB (Beaulieu e Gainetdinov, 2011). Estudos ja relataram
evidéncias de disfungdes no metabolismo da DA no TB, sendo que estes achados
estdo relacionados a inducdo de mania devido ao uso de psicoestimulantes com
propriedades dopaminérgicas, como as anfetaminas, que promovem a liberacdo de
DA nos terminais neuronais pré-sinapticos, aumentando os niveis de DA na sinapse
(Jones et al., 1998). Além disso, também foi relatada uma associacao entre o TB e
polimorfismos em genes como o da dopamina beta-hidroxilase, uma enzima que
converte dopamina em noradrenalina (Machado-Vieira et al., 2005).

O modelo animal de D-AMPH foi inicialmente proposto por Frey e
colaboradores (2006b), e consistia em adminstrar, por via intraperitoneal, D-AMPH
em ratos Wistar seguidos de uma avaliacao da sua atividade locomotora pelo teste do
campo aberto. Além de causar mudancas comportamentais, este modelo mostrou que
a D-AMPH provoca altera¢cdes neuroquimicas, particularmente em marcadores de
estresse oxidativo e neurotrofinas. Tais alteragoes corroboravam com os resultados
de estudos clinicos em pacientes bipolares (Frey et al., 2006a). Por fim, os autores
trataram estes animais com os dois principais estabilizadores de humor usados na
pratica clinica (litio e valproato), e avaliaram a atividade locomotora. Ambos 0s
agentes farmacoldgicos foram capazes de prevenir e de reverter a hiperlocomogéo
induzida pela D-AMPH. Com isto, ou autores demonstraram a validade aparente, de

construto e preditiva do referido modelo.
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Adicionalmente, a anfetamina é capaz de atravessar a barreira
hematoencefélica e exercer efeito agonista dopaminérgico e noradrenérgico através
da inibicdo da recaptacdo destes neurotransmissores, conduzindo a uma
hiperativacdo de vias como a mesolimbica e a nigro-estriatal (Fleckenstein et al.,
2007). No entanto, devido ao fato de D-AMPH apresentar alto potencial para abuso
(Kolar et al. 2008), sua aquisi¢do tem se tornado altamente controlada por érgdos
regulatérios em varios paises, limitando o seu uso em pesquisa.

Desta forma, tem-se buscado por outras substancias similares para induzir o
modelo animal de mania, como por exemplo, o dimesilato de lisdexanfetamina
(LDX) (Vyvanse®), o qual é um farmaco utilizado para o tratamento de déficit de
atencdo e hiperatividade. A LDX, ao passar pelo trato gastrointestinal sofre
biotransformacdo, sendo convertida na sua forma ativa, a D-AMPH, através da
enzima tripsina (Rowley et al. 2012). Recentemente, um grupo de pesquisadores
mostrou que 10 mg/kg de LDX é capaz de induzir modificacbes comportamentais
(hiperlocomogdo) e neuroquimicas (estresse oxidativo) em ratos, as quais se
assemelham as alteracGes observadas em modelos animais de mania usando D-
AMPH (Macédo et al., 2013). Além disso, neste estudo foi observado que as
alteracfes neuroquimicas, ou seja, o desbalanco oxidativo determinado por reducéao
nos niveis de glutationa reduzida (GSH) e aumento nos niveis de peroxidacao
lipidica em areas cerebrais (estriado, hipocampo e cértex pre-frontal) sdo prevenidas
e revertidas pelo estabilizador de humor litio; estes dados sugerem que a
hiperlocomocéo induzida por LDX pode ter validade preditiva como um modelo

animal de mania.

3. Células Gliais e Transtorno Bipolar

O SNC ¢é constituido basicamente por neurdnios e pelas células gliais
(neuroglia). A neuroglia pode ser classificada em dois grupos que se distinguem
morfolégica e funcionalmente, possuindo origens embrioldgicas distintas: a
macroglia, de origem ectodérmica; e a microglia, de origem mesodérmica. A
macroglia compreende a oligodendroglia; a ependimoglia, formada pelos
ependimdcitos, células epiteliais pigmentares e células do plexo corioideo; e a

astroglia, que inclui os astrocitos, presentes em diversas regides do SNC e sdo a
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principal fonte de fatores de crescimento para os neurdnios. A microglia possui como
principal funcdo a defesa imune do SNC e geralmente é recrutada apos lesoes,
infeccbes ou doencas neurodegenerativas do sistema nervoso; uma vez que a
microglia ¢ ativada no sitio da lesdo, a mesma passa a sofrer alteracdes morfoldgicas
e torna-se habil para proliferar e realizar fagocitose (Gomes et al., 2013).

Desta maneira, as células gliais sdo constituintes essenciais do sistema
nervoso, e possuem funcdes importantes na manutencdo da homeostase (astrécitos),
mielinizacdo (oligodendrocitos) e promocdo de um ambiente cerebral adequado
(microglia). Sabe-se que os astrocitos estdo envolvidos em mecanismos de
sinalizac&o relacionados ao estado de sobrevida ou de morte neuronal (Stromberg et
al., 1986) e tem sido postulado que estas células, e também a microglia, quando
ativadas, exercem uma influéncia nos eventos tréficos nas vias neuronais lesadas e
locais sensiveis a agressdo (Giulian et al., 1996; Leme e Chadi, 2001). Este processo
de reatividade astrocitaria € ambiguo e pode causar um efeito contraditério, pois em
alguns casos exerce um efeito neuroprotetor e, em outros, um efeito negativo que

conduz a perda sinaptica e a morte neuronal (Gomes et al., 2013).

3.1. Astrocitos

Os astrocitos constituem as maiores e mais numerosas células da glia
presentes no SNC dos mamiferos e compreendem um grupo heterogéneo de células,
com distintos subtipos e que possuem varia¢fes no que diz respeito a sua morfologia,
desenvolvimento, metabolismo e fisiologia. Dentre estes subtipos, destacam-se 0s
astrdcitos protoplasmaticos, localizados na substdncia cinzenta, e 0s astrocitos
fibrosos, situados na substancia branca.

Os astrocitos possuem fungdes importantes para a homeostase, 0 que inclui a
manutencdo dos niveis idnicos do meio extracelular, além de outras atuacdes
funcionais, dentre as quais se destacam: sua capacidade proliferativa formando
cicatriz glial ao redor de lesdes (gliose), producéo e liberacdo de fatores tréficos que
contribuem para a sobrevida de neurénios, participagdo na formacgdo da barreira
hemato-encefalica e na reposicdo de ions e moléculas envolvidos na transmisséo

sinaptica.
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No SNC h& uma constante transferéncia de informacGes a qual se baseia na
transmissdo sinaptica, um processo complexo e que apresenta fundamental
importancia durante o desenvolvimento humano (Gomes, 2013). Essa transmissédo
sinaptica forma o alicerce para atividades superiores tais como o aprendizado,
memdaria, percepcdo e cognigdo (Gomes, 2013). As sinapses sdo consideradas
elementos centrais funcionais do sistema nervoso e sdo representadas, de forma
classica, como uma regido em que ocorre 0 encontro de um neurénio pré-sinaptico
com um neurdnio pos-sinadptico (sinapse bipartite). Entretanto, nos ultimos anos,
estudos tém apontado para um importante papel dos astrocitos nas diversas etapas de
formacdo, eliminacgdo, estabilizacdo e eficicia das sinapses (Stipursky et al., 2010;
2011; 2012). Estes achados conduziram a uma mudanca neste cenario, no qual as
células gliais passaram a ter também um importante papel na funcédo cerebral. Assim,
acredita-se hoje que a atividade cerebral seja coordenada por uma rede de eventos, da
qual fazem parte tanto os neurdnios como as células gliais (Araque e Perea, 2004;
Perea et al., 2009). Entdo, o termo sinapse tripartite comecou a ser aplicado para
exemplificar a existéncia de uma comunicacdo bidirecional entre os neurénios e 0s
astrocitos no ambiente sinéptico. Isto poderia representar ndo somente uma relago
fisica entre os neurbnios e 0s processos astrogliais nos terminais sinapticos, mas
também uma relacdo funcional entre células gliais e neurdnios, tendo em vista que
estes dois tipos celulares distintos trocam informacGes, moléculas,
neurotransmissores e fatores tréficos (Gomes, 2013). Mais recentemente, no entanto,
alguns estudos tem proposto o conceito de sinapse quad-partite, a qual inclui a
participacdo da microglia nas sinapses quimicas, com o importante papel no processo
de eliminacdo e estabilizacdo de sinapses (Schafer et al., 2013).

Os filamentos intermediarios gliais, cujo componente principal é a proteina
acida fibrilar glial (GFAP) (Bondan et al., 2003), sdo constituintes dos astrocitos
maduros. Além disso, a presenca da proteina ligadora de célcio S100B e da
glutamina sintetase, a enzima responsavel pela conversdo de glutamato em
glutamina, sdo caracteristicas gerais deste tipo celular glial (Gomes, 2013). Desta
forma, GFAP, S100B e glutamina sintetase representam marcadores antigénicos para
a celula astrocitaria. Recentemente, outro marcador astrocitario, a aldeido
desidrogenase 1 (Aldhl1L1) foi identificada tendo como agdo catalisar as reagdes de

oxidacao de aldeidos (Cahoy et al., 2008).
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3.1.1. S100B

A S100B é uma proteina pertencente a familia de proteinas S100, assim
denominadas pelo fato de serem soliveis em uma solucdo 100% de sulfato de
amonio. A S100B ¢é uma proteina ligante de célcio do tipo EF-hand (hélice-loop-
hélice) e possui dois sitios nos quais o célcio pode ligar-se (Fritz e Heizmann, 2004).
Do ponto de vista estrutural, a S100B forma homodimeros constituidos por duas
subunidades P unidos por pontes dissulfeto e que tém a capacidade de se ligar a
proteinas alvo (Donato, 2003).

A S100B esté presente no citoplasma das células (Pinto et al., 2000; Steiner et
al., 2007) e é glial-especifica, sendo expressa principalmente por astrécitos. Uma vez
produzida e secretada, a S100B é capaz de exercer efeitos pardcrinos e autocrinos
sobre neurdbnios e outras células gliais. Esta proteina possui diversas funcdes
intracelulares, tais como: inibe a fosforilacdo de certas proteinas, por exemplo GFAP
e p53; participa na regulacdo do metabolismo energético cerebral, na modulacéo da
proliferacdo e diferenciacdo de células neuronais e gliais, além de atuar na regulagéo
da homeostase do célcio e exercer influéncia sobre a integridade do citoesqueleto
(Donato, 2003; Rothermundt et al., 2003).

Em nivel extracelular, os efeitos exercidos pela S100B vdo depender da
concentracdo em que esta proteina é secretada, e por isso acredita-se que a S100B
exerca um efeito dual, ou seja, em concentragdes baixas (doses nM) ela apresenta um
efeito neurotréfico promovendo o crescimento de neuritos e protegendo os neurénios
contra a excitotoxicidade do glutamato (Ahlemeyer et al., 2000; Huttunen et al.,
2000; Kogel et al., 2004), enquanto que em concentragdes elevadas (doses uM) ela
pode ser neurotdxica e induzir a apoptose (Van Eldik e Wainwright, 2003).

Rothermundt e colaboradores (2003) demonstraram um aumento na
concentracdo de S100B tanto perifericamente como no SNC (fluido cérebro-
espinhal) em resposta a ativacdo glial. Tais achados sugerem que a proteina S100
possa ser usada como um marcador de lesdo cerebral aguda ou cronica.

Alteragdes nos niveis proteicos de S100B serica em pacientes com
transtornos de humor foram encontradas, 0 que representa um indicativo do

envolvimento da glia na patogénese deste tipo de transtorno (Schroeter et al., 2013).
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Estudos demonstraram que as concentracGes de S100B s&o maiores em pacientes
deprimidos em relacdo a controles (Schroeter et al., 2013) e também que esta
proteina estd aumentada em pacientes com esquizofrenia comparados a controles,
estando os niveis protéicos de S100B correlacionados com o género, idade,
medicacdo e severidade da doenca (Rothermundt et al., 2007; Ryoun et al., 2007;
Zhang et al., 2010; Dagdan et al., 2011). Além disso, estudos relataram um aumento
significativo dos niveis séricos de S100B em pacientes bipolares durante os episodios
maniacos e depressivos (Andreazza et al., 2007; Machado-Vieira et al., 2002;
Schroeter et al., 2013). E valido destacar que a S100B também é expressa em células
do sistema imune e em adip6citos, sugerindo que a mesma possa exercer uma funcao
relacionada a resposta imune e a atividade metabdlica, ambas alteradas na
esquizofrenia e no TB (Rothermundt et al., 2009; Steiner et al., 2010; Leonard et al.,
2012).

3.1.2. Proteina Acida Fibrilar Glial (GFAP)

A proteina &cida fibrilar glial (GFAP) é a subunidade protéica de filamentos
intermediarios do citoesqueleto das células da glia e esta presente em uma série de
tipos celulares do SNC, principalmente em astrécitos diferenciados (Rodnight et al.,
1997; Gomes et al., 1999). Do ponto de vista estrutural, GFAP consiste em um
polimero formado por uma regido amino-terminal ndao helicoidal altamente basica,
uma regido carboxi-terminal ndo-helicoidal responsavel pela ligacdo entre
mondmeros e uma regido central constituida por uma o-hélice cuja sequéncia de
aminoacidos é conservada se comparada as demais proteinas de filamentos
intermediarios (Alberts et al., 2002). A GFAP possui sitios especificos para
fosforilacdo e tal mecanismo parece regular o equilibrio dinamico entre a sua forma
polimerizada e a despolimerizada, exercendo importante papel na mitose (Rodnight
et al., 1997). Adicionalmente, outros fatores sdo capazes de influenciar o estado de
polimerizacdo (in vitro) deste tipo de proteinas como, por exemplo, o pH, a presenca
ou auséncia de certos cétions, a forca idénica do meio e a disponibilidade de ATP
(Eng e Lee, 1995).

A glia radial e os astrocitos imaturos expressam principalmente vimentina

(também uma proteina da familia dos filamentos intermediarios) no inicio do
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desenvolvimento. Posteriormente, com o desenvolvimento glial in vivo, passa a
ocorrer uma mudanca na expressdo dos genes de proteinas filamentosas
intermedidrias, e a vimentina passa a ser substituida progressivamente pela GFAP em
astrocitos diferenciados ou maduros (Wofchuk e Rodnight, 1995). Desta maneira, no
decorrer do desenvolvimento do SNC ocorre um aumento da expressédo de GFAP,
aumento este que também tem sido observado na gliose reativa, um evento
caracterizado por alteracdes rapidas nas células gliais em decorréncia de um dano ao
tecido cerebral, como o0 aumento na expressdo dos marcadores gliais GFAP e S100B
(Gomes et al., 1999; Baydas et al., 2003).

Estudos utilizando ratos transgénicos indicam que a expressdo de GFAP néo é
fundamental para a funcdo e morfologia de grande parte dos astrocitos, mas é
essencial no processo de astrogliose reativa e formacéo da cicatriz glial (Pekny et al.,
1995; Pekny e Pekna, 2004; Herrmann et al., 2008). Existem distintas isoformas e
variantes splice de GFAP, entre elas GFAP a, B, v, 0, «; estas diferentes isoformas
podem ser expressas de forma heterogénea no SNC saudavel e em situacGes
patoldgicas, como por exemplo glioma (Sofroniew et al., 2010).

Pesquisas voltadas ao estudo de alteragdes astrogliais que possivelmente
estejam implicadas na fisiopatologia de transtornos psiquidtricos vém sendo
realizadas utilizando dados referentes a GFAP. Feresten e colaboradores (2013)
observaram um aumento na expressao génica de GFAP em pacientes com
esquizofrenia e com TB quando comparados a controles saudaveis e em individuos
com sintomas psicoticos em relacdo aqueles que ndo apresentavam sintomas desta

natureza.

3.1.3. Glutamina Sintetase

A sinalizacdo glutamatérgica é responsavel pela formacdo e eliminacdo de
sinapses, assim como atua na regulacdo da migracéo, diferenciacédo, sobrevivéncia e
morte de células neurais (Komuro e Rakic, 1993; Durand et al., 1996; Danbolt,
2001). Desta forma, o glutamato é considerado o principal neurotransmissor
excitatorio no SNC de mamiferos, exercendo fundamental importancia na cognicao,
memoria e aprendizado (Fonnum, 1984; Collingridge e Lester, 1989; Headley e
Grillner, 1990).
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Entretanto, o glutamato, quando presente em niveis elevados durante um
longo periodo de tempo no espaco extracelular, causa a ativacdo prolongada dos seus
receptores, 0 que pode levar a morte celular devido a um processo denominado
excitotoxicidade (Greenamyre et al., 1988; Walton e Dodd, 2007), o qual esta
associado a fisiopatologia de vérias doencas neuroldgicas, entre elas a epilepsia,
esclerose mdltipla, isquemia cerebral e doengas neurodegenerativas (Anderson e
Swanson, 2000).

Os astrocitos sdo as principais células protetoras contra a excitoxicidade,
apresentando papel essencial na homeostase e metabolismo do glutamato (Martinez-
Hernandez et al., 1977; Erecinska e Silver, 1990; Westergaard et al., 1995). A
captacdo astrocitica de glutamato, por meio de proteinas transportadoras, €
guantitativamente a mais eficiente para manter normal a concentracdo extracelular
deste neurotransmissor. Neurdnios, oligodendrocitos, microglia e células endoteliais
também possuem transportadores de glutamato, porém o transporte realizado por
estes tipos celulares é menos eficiente que o executado por astrocitos (Anderson e
Swanson, 2000).

O glutamato captado pelos astrocitos é convertido a glutamina pela enzima
glutamina sintetase (GS), que atua catalisando a condensagcdo ATP-dependente de
amonia e glutamato para formar glutamina. A glutamina é entdo transportada
novamente para 0s neurbnios e convertida principalmente em glutamato (Walton e
Dodd, 2007). A GS é uma enzima encontrada particularmente em astrdcitos e exerce
uma funcao crucial na homeostase do ciclo glutamato-glutamina e na detoxificacdo
de amonia (Rose et al., 2013), estando envolvida também no ciclo glutamato-GABA-
glutamina (Eid et al., 2013).

Ha estudos que demonstram que citocinas (IL-1 e TNF-alfa, por exemplo)
possuem acao inibitdria sobre a GS (Huang e O'Banion, 1998). Sendo assim, postula-
se que a neuroinflamag&o teria a capacidade de reduzir a atividade da GS (Eid et al.,
2013), o que explicaria, em parte, a possivel relacdo entre inflamacao e a excessiva
neurotransmissdo glutamatérgica caracteristica de certas doengas neuroldgicas,

especialmente a epilepsia.

3.2. Células da Microglia

20



As células da microglia constituem cerca de 10 % a 20 % do total da
populacdo celular glial presente no cérebro (Fu et al., 2014) e s&o consideradas 0s
“macrofagos cerebrais”, uma vez que Sao responsaveis principalmente pela
fagocitose de microrganismos invasores e pela retirada de restos celulares.

A origem das células microgliais tem sido bastante discutida nas Gltimas
décadas, o que gerou algumas teorias a respeito deste tema. No entanto, a teoria mais
aceita na atualidade é a proposta por Ginhoux et al. (2010), a qual sugere que durante
0 desenvolvimento cerebral, este tipo celular origina-se a partir de progenitores
hematopoiéticos (macrofagos primitivos) provenientes do saco vitelinico e que
posteriormente tornam-se residentes no SNC de maneira independente da medula
Ossea. Sabe-se também que, uma vez estabelecidas no parénquima cerebral, as
células da microglia passam a apresentar um alto potencial de auto-renovacdo e
proliferacdo, processos estes que ndo dependem de precursores mielGides. Esta
caracteristica peculiar torna estas células distintas em relacdo aos macrofagos
encontrados nas demais regifes do SNC (meninges, espacos perivasculares e plexo
coroide), os quais provém da medula 6ssea (Soulas et al., 2009).

A microglia pode apresentar efeitos antagonicos dependendo do contexto e do
estagio em que uma lesdo ou doenca se encontra. Desta maneira, estas células podem
exercer um importante papel ativando vias relacionadas a neuroprotecdo, como por
exemplo, estimulando o reparo do tecido que sofreu algum tipo de dano. Por outro
lado, podem também levar a ativacdo de vias neurotoxicas, as quais muitas vezes
conduzem a um quadro de neurodegeneracao progressiva (Correale, 2014).

Estudos tém demonstrado que a microglia presente no SNC apresenta
diferentes fendtipos/morfologias dependendo do estado no qual o tecido cerebral se
encontra. Desta maneira, quando o SNC esta livre de injurias, o microambiente
cerebral influencia a maturacdo dos precursores microgliais fazendo com que o0s
mesmos desenvolvam uma morfologia ramificada e sejam classificados como
microglia residente. Entretanto, a partir do momento em que o tecido cerebral sofre
algum tipo de dano (lesdo direta ou como consequéncia de uma doenga), a microglia
passa a apresentar um fenotipo ativado e sofre alteragdes morfoldgicas tais como
hipertrofia do corpo celular com diminuicdo dos processos celulares e ramificacdo
extensiva dos mesmos (Correale, 2014). No entanto, deve-se considerar que nem

sempre alteragOes na morfologia implicardo em mudancas na funcéo celular (Perry et
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al., 2010; Beanrroch et al., 2013) apesar de que estudos demonstram também que as
células microgliais sdo células bastante plésticas e podem sofrer modificagdes em
nivel de expressdo génica e funcional (Hanisch et al., 2007; Ransohoff e Cadorna,
2010).

A microglia também parece ser essencial no que diz respeito a plasticidade
sinaptica. Isto acontece porque na presencga de condicGes patologicas, estas células
conectam-se com as sinapses por um maior periodo de tempo do que quando ha
auséncia de insultos ao tecido cerebral. Esta conexdo mais prolongada com as
sinapses pode levar a eliminacdo das mesmas em somas neuronais proximos, o que
ocorreria como uma resposta ao estimulo inflamatorio e sugere uma possivel
participacdo da microglia no processo inicial de poda sinaptica (Kettenmann et al.,
2013), isto &, processo que Vvisa eliminar as conexdes sinapticas entre 0s neuronios.

Além disso, nos ultimos anos tem-se buscado compreender uma possivel
relagdo entre microglia e a neuroinflamag&o. Neste sentido, um estudo conduzido por
Weitz e Town (2012) revelou que células microgliais ativadas secretam citocinas
pré-inflamatorias TNF-o e IL-1P, as quais tém potencial para causar dano tanto aos
neurbnios quanto as células gliais. Alguns estudos post-mortem envolvendo
pacientes psiquiatricos tém demonstrado alteraces na concentragdo de marcadores
de astrdcitos e microglia, sugerindo um possivel papel da neuroinflamagdo nestas
patologias (Rhao et al., 2010). Além disso, alguns estudos clinicos em pacientes com
TB tem sugerido que estes individuos devem estar em um estado pré-inflamatério, ja
que alteracBes periféricas em algumas citocinas, tais como a IL-6 e a TNF-q,
mostram-se alteradas em relacdo ao grupo controle (Stertz et al., 2013). Diante destas
evidéncias, € possivel que a microglia exerca um importante papel relacionado a
neuroinflamacdo, indicando que estas células possam também estar implicadas na
fisiopatologia do TB (Stertz et al., 2013).

3.2.1. Ibal: Marcador de Microglia Ativada

Ibal (ionized calcium binding adaptor molecule 1) é uma proteina ligadora de
calcio relativamente pequena: apresenta cerca de 20 kDa e é formada por 147
aminoacidos (Ito et al., 1998). Em cultivo de células cerebrais, observou-se que a
expressao de mRNA de Ibal é especifica da microglia, sem evidéncias de ser
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expressa em astrocitos, neurbnios ou oligodendrdcitos (Ito et al., 1998).
Adicionalmente, em um estudo com cérebros de ratos pds-natal, realizado por Imai e
Kohsaka (2002), observou-se que o anticorpo anti-lbal reagia fortemente com as
células microgliais, as quais apresentavam um formato mais ameboide, caracteristico
de microglia imatura ou ativa.

Do ponto de vista funcional, atualmente sabe-se que Ibal € uma molécula
essencial para a ativacdo da microglia, sendo também responsavel por regular a
reorganizacdo de citoesqueleto de actina, importante para os eventos celulares que
resulta em ativacdo da microglia, como por exemplo, durante a proliferagéo,
migracdo, fagocitose e producgéo de agentes bioativos que poderdo atuar sobre outros

elementos celulares (Imai e Kohsaka, 2002).

3.3. Astrogliose e Microgliose

Pesquisas recentes indicam que processos neuropatoldgicos em seus estagios
iniciais estdo associados a ativacdo de vias inflamatérias similares, as quais
envolvem a ativacdo de astrdcitos e da microglia, além da liberacdo de mediadores
inflamatdrios responsaveis também pela regulacdo da proliferacdo e hipertrofia de
astrocitos. Evidéncias destes processos de carater neuroinflamatério tém sido
encontradas em uma série de transtornos neuroldgicos, tais como dano a medula
espinal, isquemia, doenca de Parkinson, doenca de Alzheimer, esclerose amiotréfica
lateral, esclerose multipla, doenca de Huntington e transtornos psiquiatricos (Okada
et al., 2006; Glass et al., 2010; Verkhratsky et al., 2013, Colangelo et al., 2014).

A resposta dos astrdcitos a distintas formas de dano ou patologias no SNC é
denominada astrogliose (Sofroniew e Vinters, 2010). Porém, as células da microglia
sdo as primeiras a serem ativadas frente a um insulto ao SNC, o que constitui uma
hiperatividade microglial generalizada, uma condi¢do conhecida como microgliose.
Uma vez ativadas, estas células rapidamente migram para o local da lesdo, dando
inicio as demais reacBes gliais e comunicacdo com o sistema imune (Hanisch e
Kettenmann, 2007).

Sabe-se hoje que a astrogliose reativa ndo consiste simplesmente em um
fendmeno de tudo ou nada, mas sim em um evento que pode ser caracterizado por

mudangas que variam desde alteracdes reversiveis na expressao génica e hipertrofia
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celular até a formacdo de cicatriz glial, com permanente rearranjo do tecido nervoso.
Esta variedade de mudangas estruturais e funcionais relacionadas a astrogliose
reativa sdo reguladas por distintos eventos de sinalizacdo e tem revelado varios
niveis de heterogeneidade entre astrocitos reativos (Sofroniew, 2009; Sofroniew e
Vinters, 2010).

Recentemente, uma defini¢do geral para astrogliose reativa tem sido proposta
por Sofroniew (2009), tendo como base um grande nimero de observacdes em
experimentos animais. Segundo o autor, a definicdo de astrogliose reativa deveria
incluir quatro caracteristicas essenciais: 1) A astrogliose reativa envolve um espectro
de mudancas moleculares, celulares e funcionais em astrocitos, e ocorre em resposta
a todas as formas e graus de severidade de dano ao SNC e doengas; 2) As mudancas
sofridas pelos astrocitos variam de acordo com a gravidade do insulto; 3) As
alteracOes da astrogliose reativa sdo reguladas de maneira especifica por moléculas
de sinalizagdo intra e extracelulares; 4) As mudancas que ocorrem durante a
astrogliose reativa tém o potencial de alterar as atividades dos astrdcitos tanto por
ganho como por perda de funcgdes (Sofroniew, 2009; Anderson et al., 2014).

Em suma, o termo astrogliose reativa consiste no fato de que em estagios
iniciais de uma patologia ou de um dano ao SNC, os astrocitos reativos Sao
necessarios para limitar a extensdo do dano tecidual, incluindo a formacdo de uma
cicatriz glial. Por outro lado, quando a astrogliose reativa persiste ao longo do tempo,
ela passa a ser prejudicial ao SNC (Robel et al., 2011).

Por fim, o envolvimento dos astrocitos e da microglia na fisiopatologia dos
transtornos psiquiatricos, em especial no TB, advém de recentes estudos realizados
por Rao et al. (2010). Ao analisar o cortex pré-frontal post mortem de pacientes com
TB, 0s autores encontraram um aumento significativo na expressdo de GFAP e no
nivel de mMRNA de CD11b (um marcador de astrocitos e ativacao microglial). Além
disto, estudos envolvendo tecido post mortem de pacientes com depressdo maior
também apontam para um aumento significativo na densidade glial no hipocampo

destes individuos (Stockmeier et al., 2004).
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4. Justificativa

Pacientes com TB apresentam disfun¢des cognitivas e funcionais, além de
alteracbes em vias neurotrdficas e inflamatdrias. Tendo em vista que disfuncdes
neurocognitivas no TB parecem estar associadas com alteracdes neuroanatémicas e
em células gliais, nosso estudo visou investigar possiveis alteracfes destas células no

estriado em um modelo animal de mania.
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Resumo

Estudos recentes sugerem o envolvimento de alteracbes em células gliais na
fisiopatologia do transtorno bipolar e de outras doencas psiquiatricas como esquizofrenia
e depressdo maior. Sabe-se que astrécitos e microglia exercem funcdes essenciais no
sistema nervoso central, estando envolvidos principalmente na manutencdo da
homeostase e promogéo de um ambiente celular adequado. No entanto, quando ativadas,
estas células podem exercer efeito negativo sobre os eventos troficos em vias neuronais
lesadas. Desta maneira, 0 objetivo deste trabalho consistiu em avaliar possiveis
alteracbes em astrocitos e em células microgliais no estriado de ratos Wistar submetidos
a um modelo animal de mania induzido por dimesilato de lisdexanfetamina (LDX). O
experimento foi realizado em um modelo no qual ratos Wistar machos (n = 16)
receberam por via oral diariamente, ao longo de sete dias, LDX 10 mg/kg (n = 8) —
grupo LDX, ou agua destilada (n = 8) — grupo controle; no oitavo dia os ratos receberam
uma ultima administracdo de LDX ou agua destilada e em seguida cada grupo foi
dividido em quatro subgrupos, os quais foram submetidos a eutandsia em momentos
distintos - 2 horas, 24 horas, 15 dias e 21 dias ap6s a Ultima administragdo. Os animais
foram perfundidos com salina 0,9 % seguido por perfusdo com paraformaldeido (PFA)
10 % em tampdo fosfato 0,1 M e pH 7,4. Ap0s a eutanasia, 0s cérebros dos ratos foram
removidos e pos-fixados com PFA 10 % (24 h, 4 °C) e permaneceram em tampdo fosfato
até a separacdo do estriado e posterior seccdo da estrutura (sec¢bes com
aproximadamente 50 um de espessura) usando um vibratomo. Em seguida, foi realizada
imuno-histoquimica  usando anticorpos primarios com o objetivo de avaliar 0s
marcadores de astrocitos GFAP (proteina &cida fibrilar glial), S100B e GS (glutamina
sintetase) e o marcador de microglia Ibal, além de anticorpos secundarios apropriados
conjugados a fluorocromos. As imunomarcagdes foram visualizadas por meio de
microscopia confocal. Neste estudo, cujos resultados ainda sdo preliminares devido ao
limitado nimero de animais utilizados até o momento, observamos que houve um
aumento no namero de células positivas para 0s marcadores de astrocitos S100B, GFAP
e GS nos animais tratados com LDX em relagdo ao grupo controle na maioria das
condi¢des experimentais investigadas. Adicionalmente, notamos também um aumento na
quantidade de células Ibal+ no grupo LDX quando comparado ao grupo controle, nas
condices referentes a 2 horas e 24 horas, 0 que representa um incremento no nimero de
células microgliais ativadas. Embora ainda nédo seja possivel avaliar se estas diferencas
sdo estatisticamente significativas, a interpretagdo conjunta dos dados obtidos nos
permite sugerir que possa estar ocorrendo microgliose e astrogliose reativas nos animais
que receberam LDX, o que reforcaria a hipotese de que a microglia poderia estar levando
a ativacdo de astrocitos por meio de mediadores inflamatdrios, o que iria ao encontro de
estudos recentes que mostram a presenca de um estado pré-inflamatério durante
episddios agudos no transtorno bipolar. Contudo, mais estudos sdo necessarios para que
seja possivel garantir um poder estatistico adequado ao trabalho e assim comprovar 0s
dados obtidos até 0 momento.
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1. Introducéo

O transtorno bipolar (TB) é uma doenca mental grave de carater crénico e
com alto indice de recorréncia, caracterizada por oscilacbes de humor que podem
variar em intensidade, duracdo e frequéncia (Goodwin e Jamison, 1991). Atualmente,
0 TB € considerado uma das dez condi¢Ges mais incapacitantes, sendo que pacientes
bipolares frequentemente apresentam déficits cognitivos relacionados a memoria e ao
aprendizado, fator este que influencia de forma direta no funcionamento psicossocial
destes individuos (Kilbourne et al., 2009). Recentes avancos tém mostrado o
envolvimento de certas neurotrofinas (Cunha et al., 2006; de Oliveira et al., 2009),
marcadores inflamatorios e de estresse oxidativo (Berk et al., 2011; Kapczinski et
al., 2011; Magalhées et al., 2011) na fisiopatologia do TB.

Em particular, pacientes bipolares durante os episddios agudos da doenca
mostraram um aumento dos niveis periféricos de citocinas pro-inflamatorias,
especificamente de IL-6 e TNF-a, durante os episddios depressivos e aumento de IL-
2, IL-4, IL-6 e TNF-o durante a mania quando comparados aos eutimicos e controles
saudaveis (Ortiz-Dominguez, et al., 2007; Brietzke et al., 2009). Além disso, tais
alteracbes tem sido mais proeminentes durantes os estdgios mais avancados da
doenca (Kauer-Sant’ Anna et al., 2009) assim como em pacientes com maiores taxas
de comorbidades (Leboyer et al., 2012).

Neurdnios e células gliais sdo os componentes basicos do sistema nervoso
central (SNC), sendo que as ultimas subdividem-se em microglia e macroglia. As
células da microglia sdo essenciais para a defesa imune do SNC e geralmente séo
recrutadas ap0s lesdes, infeccdes ou doencgas neurodegenerativas do sistema nervoso.
Uma vez que a microglia é ativada no sitio da lesdo, a mesma passa a sofrer
alteracbes morfoldgicas e torna-se habil para proliferar e realizar fagocitose (Gomes
et al.,, 2013). Desta maneira, quando o SNC esta livre de injdrias, a microglia
apresenta uma morfologia ramificada e € classificada como microglia residente,
enquanto que durante um dano cerebral (leséo direta ou como consequéncia de uma
doenca), esta microglia passa a apresentar alteracbes morfolégicas como, por
exemplo, hipertrofia do corpo celular (Correale, 2014) e um fenétipo ativado, com

um aumento da expressédo de Iba-1 (Imai e Kohsaka, 2002).
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A microglia também esta relacionada a plasticidade sinaptica e muitas vezes,
quando ativada, pode levar a eliminacdo de sinapses, 0 que ocorre como uma
resposta ao estimulo inflamatorio e sugere uma possivel participacdo destas células
no processo inicial de poda sinaptica (Kettenmann et al., 2013). Um estudo
conduzido por Weitz e Town (2012) revelou que células microgliais ativadas
secretam as citocinas pro-inflamatorias TNF-a ¢ IL-1pB, as quais tém potencial para
causar danos tanto aos neurbnios quanto as celulas gliais. Adicionalmente, um
conjunto crescente de evidéncias tem sugerido que as citocinas liberadas pela
microglia ativada devem contribuir para o desenvolvimento de astrogliose reativa no
SNC. O processo de astrogliose reativa caracteriza-se pela proliferacdo e hipertrofia
de astrdcitos com aumento da expressao de GFAP (proteina &cida fibrilar glial) e
S100B (Gomes et al., 1999; Baydas et al., 2003) e de glutamina sintetase (GS),
particularmente encontrada nos astrocitos (Rose et al., 2013). Os astrécitos reativos
também sdo necessarios para limitar a extensdo do dano tecidual, incluindo a
formacdo de cicatriz glial, especialmente durante os estagios iniciais da lesdo. Por
outro lado, quando a astrogliose reativa persiste ao longo do tempo, ela passa a ser
prejudicial ao SNC (Robel et al., 2011).

Estudos post-mortem realizados em pacientes com transtornos psiquiatricos
relataram a presenca de alteraces em marcadores astrocitarios e microgliais no
cortex pré-frontal (Rao et al,. 2010). Os resultados destes estudos evidenciaram um
aumento significativo na expressao protéica de GFAP e de mRNA de CD11b (um
marcador de astrécitos e ativacdo microglial). Somado a isto, estudos clinicos
apontam que pacientes bipolares se encontrariam em um estado pré-inflamatorio
dada as alteracdes dos marcadores inflamatorios reportados acima (Berk et al., 2011;
Kapczinski et al., 2011; Magalhdes et al., 2011). Embora algumas evidéncias
sugiram uma possivel relacdo entre o processo inflamatorio e a fisiopatologia do TB,
0 exato papel da microglia e dos astrécitos neste processo ndo esta claramente
compreendido.

O presente estudo tem como objetivo principal investigar possiveis alteracdes
na microglia e astrocitos em um modelo animal de mania induzido por dimesilato de

lisdexanfetamina.
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2. Materiais e Métodos
2.1. Animais

Os experimentos foram realizados na Unidade de Experimentagédo Animal do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, utilizando ratos Wistar adolescentes, machos,
com idade de aproximadamente 30 dias e pesando entre 80 g e 120 g. Os animais
foram mantidos em ambiente climatizado (22 °C) com ciclo claro-escuro de 12 horas
(luzes entre 7:00 a.m. e 7:00 p.m.), com agua e alimentacgdo padrdo livre. Um total de
16 animais foi dividido em dois grupos de tratamento, sendo que a separagdo foi
realizada de maneira randémica. Todos os procedimentos experimentais foram
conduzidos de acordo com as recomendacdes de cuidados com animais do NIH
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH, 1996) e da Sociedade
Brasileira de Neurociéncias e Comportamento (SBNeC) e seguiram a RDC n°
306/2004 da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria).

2.2. Tratamento

Inicialmente, os animais receberam diariamente ao longo de sete dias &gua
destilada (Grupo Controle, n=8) ou dimesilato de lisdexanfetamina (LDX) (10
mg/Kg, n=8) via oral (gavagem com um volume de 10 mL/Kg) para reproduzir o
modelo animal de mania anteriormente proposto (Macédo et al., 2013). No oitavo
dia, os ratos receberam uma Ultima administracdo de &gua destilada ou LDX (10
mg/Kg) e cada grupo de tratamento foi subdividido em 4 subgrupos, os quais foram
entdo submetidos a eutanasia em diferentes tempos apds a Gltima administracdo do
tratamento: 2 horas (P38), 24 horas (P39), 15 dias (P53) e 21 dias (P59).

2.3. Eutanasia

O procedimento foi realizado seguindo padrbes previamente estabelecidos
por Olivera-Bravo e colaboradores (2011). Brevemente, 2 animais de cada condicéo
experimental foram anestesiados com cetamina:xilazina (90:10 mg/kg) e perfundidos
intracardiacamente com salina 0,9% (5 mL/min, durante 20 minutos) e em seguida
com paraformaldeido (PAF) 10% em tampao fosfato 0,1 M e pH 7,4 (5 mL/min por
40 minutos). Apds a perfusdo, os animais foram rapidamente decapitados para

remocao do cérebro. Os cerebros foram entdo pos-fixados (24 h, 4 °C) e mantidos em
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tampdo fosfato até a seccdo. Posteriormente, séries de 50 um de espessura de cada
cérebro contendo regides do estriado foram obtidas com um vibratomo, e

armazenadas a 4 °C (cortes soltos em solucao - free-floating).

2.4. Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica foi realizada no Instituto Pasteur de Montevideo pelo
método free-floating, no qual as sec¢Oes de tecido sd@o permeabilizadas com Triton
X-100 (0,1 % em PBS) por 15 minutos a temperatura ambiente, seguido de lavagens
com solugcbes tamponadas, bloqueio com albumina sérica bovina (BSA) (5 % em
PBS) por 30 minutos a temperatura ambiente, e incubacdo overnight a 4 °C em uma
solucdo de PBS com 0,1% de Triton X-100 e os anticorpos primarios referentes aos
seguintes antigenos: GFAP (Sigma G9269, 1:500), S100B (Sigma S2532, 1:600) e
GS (Abcam Ab49873, 1:6000) para o reconhecimento de astrocitos; e IbA1l (Abcam
ADb108539, 1:200) para o reconhecimento de microglia. Apds lavagens, as secces
foram incubadas com os anticorpos secundarios (diluidos 1:1000) conjugados com
Alexa Fluor 488 efou Alexa Fluor 546 (Invitrogen). As imagens contendo as
imunomarcagdes foram obtidas por microscopia confocal (Leica TCS SP5 Il e
Olympus FV300) utilizando uma objetiva de 40x, sendo que as marcagdes referentes
a S100B e Ibal foram adquiridas usando a linha de laser 488 nm de um laser de

argonio, e para GFAP e GS foi usada a linha de laser 559 nm.

2.5. Andlise quantitativa de células positivas para S100B, GFAP, GS e Ibal

Em relacdo aos marcadores astrocitérios, foram contadas as células marcadas
positivamente para S100B, GFAP e GS. Em relacdo a marcacao para S100B, foram
adquiridas fotos referentes a dois animais de cada grupo (LDX e Controle) para cada
condicdo experimental (2 horas, 24 horas, 15 dias e 21 dias), o que totalizou 12
imagens para cada condicdo (por animal). Para GFAP, seguiu-se 0 mesmo
procedimento, sendo adquiridas em meédia 10 imagens para cada condi¢do (por
animal — com excec¢do da condicdo 24 h, na qual somente foi possivel realizar a
analise referente a um animal). Para GS foram obtidas fotos relativas a um Gnico
animal por grupo devido a questdes metodologicas, totalizando uma média de 10
imagens para cada condicao.
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Do mesmo modo, a fim de obter o nimero de células positivas para o
marcador de microglia Ibal, foram adquiridas 18 fotos para cada condicdo
experimental (2 horas, 24 horas, 15 dias e 21 dias) relativas aos grupos controle e
LDX (um animal por grupo).

Para analisar o nimero de células positivas para 0os marcadores astrocitarios
S100B, GFAP e GS e para o marcador de microglia Ibal foi utilizado o software
ImageJ. Um plugin deste programa permite realizar a contagem de células por meio
de cliques nas imagens de cada célula. Quando a contagem ¢ finalizada, tem-se o
dado relativo ao numero total de células neste painel.

Ao final das contagens, obteve-se um dado referente a quantidade de células
positivas para S100B, outro relativo a GFAP, um terceiro referente a GS; e um
ultimo referente as células Ibal positivas. A fim de manter um padrdo para a
posterior analise dos resultados, os dados foram expressos em funcdo da area de
tecido estriatal analisada: nimero de células positivas (para cada marcador de

astrocitos ou de microglia) por milimetro quadrado de tecido.

3. Resultados

Nas anélises referentes as células positivas para S100B (n=2 animais), foi
observada uma diferenga no nimero de células S100B+ por milimetro quadrado (n°
de célulassrmm?) no estriado entre o grupo controle e o grupo LDX em todas as
condicdes experimentais (2 horas, 24 horas, 15 dias e 21 dias). Nota-se também que
esta diferenca é um pouco maior nas condic¢Bes iniciais (2 horas e 24 horas) em
relagdo as condi¢des mais tardias (15 dias e 21 dias) (Figura la e Figura 2).

Em relacdo as células positivas para GFAP (n=2 animais para 2 horas, 15 dias
e 21 dias; n=1 para 24 horas), foi observada uma diferenca no n° de células GFAP+
/mm2 no estriado dos animais do grupo controle relativo aos do grupo LDX, nas
distintas condi¢cfes experimentais. Entretanto, para este marcador de astrocitos, em 2
h foi observado um aumento no nimero de células positivas no grupo controle
quando comparado ao grupo LDX, ao passo que nas demais condicdes (24 h, 15d e
21 d) o efeito foi 0 oposto, ou seja, um maior numero de células GFAP+ foi visto no

grupo LDX em relacéo ao grupo controle (Figura 1b e Figura 3).
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Considerando o marcador astrocitario GS (n=1 animal), verificou-se um
maior nimero de células GS+/mm2 no grupo LDX em comparacdo ao grupo controle
nas condicBes que foram passiveis de analise — 2 h, 15 d e 21 d (Figura 1c e Figura
4).

Por fim, nas analises relativas ao nimero de células positivas para 0 marcador
de microglia Ibal (n= 1 animal), também foram constatadas diferengas no nimero de
células Ibal+/mm2 entre os dois grupos, sendo que nas condigdes iniciais (2 h e 24 h)
h& um maior ndmero de células Ibal+/mm?2 no grupo LDX quando comparado ao
grupo controle. Em contrapartida, uma diferenca sutil entre os grupos LDX e
controle foi observada nas condi¢des mais tardias, porém com um maior nimero de
células Ibal+/mm2 no grupo controle em relacdo ao LDX (Figura 1d e Figura 5).

Como este é um experimento piloto que inclui um ndmero muito limitado de
animais, ndo foi possivel estabelecer se as diferencas entre 0s grupos, acima
relatadas, foram significativas. Os resultados sdo preliminares, visto que estas

analises quantitativas ainda serdo finalizadas.

4. Discussao

Neste trabalho foi possivel verificar a presenca de alteracdes gliais, tanto em
células microgliais como em astrdcitos, no estriado de ratos tratados com LDX.
Apesar de tratar-se de um estudo piloto conduzido com um pequeno namero de
animais, com resultados preliminares até o0 momento, podemos sugerir que existe
uma tendéncia para o aparecimento de microgliose e astrogliose naqueles animais
tratados com LDX.

Em particular, observamos um leve aumento no nimero de células positivas
para 0 marcador astroglial S100B no grupo LDX em relacdo ao grupo controle nos
diferentes tempos. Estes dados estdo de acordo com os resultados encontrados por
Machado-Vieira et al. (2002), Andreazza et al., (2007) e Schroeter et al. (2013), nos
quais observaram-se um aumento significativo dos niveis séricos de S100B em
pacientes bipolares durante os episédios maniacos e depressivos. Juntos, estes
achados poderiam sugerir que a elevagdo de S100B extracelular deve ocorrer devido
a um aumento da atividade astrocitaria, podendo contribuir para a exacerbacdo da
neuroinflamacéo e disfuncédo neuronal (Van Eldik e Wainwright, 2003).
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Em relacdo & GFAP, também se observou um incremento de células positivas
para esta imunomarcagédo no grupo LDX em relagdo ao grupo controle durante as 24
horas, 15 dias e 21 dias ap0s a Ultima administracdo. Os mesmos resultados foram
observados para a imunomarcacao relativa a glutamina sintetase. Neste sentido, Eid
et al. (2013) postulam que a neuroinflamagéo teria a capacidade de reduzir a
atividade da GS. Similarmente, Huang e O'Banion (1998) sugerem que as citocinas
IL-1 e TNF-0, por exemplo, possuem ag¢do inibitoria sobre a GS. Estes dados sdo
contrarios ao aumento em GS observados em nosso trabalho. Entretanto, nos
avaliamos unicamente o imunocontetido e ndo a atividade da enzima em quest&o. E
possivel que haja uma reducgdo da atividade de GS nos astrocitos, o que resultaria em
uma maior dificuldade na reciclagem do glutamato, ocasionando maior permanéncia
deste neurotransmissor na fenda sindptica e, consequentemente levando a
excitotoxicidade.

Pesquisas recentes relataram a presenca de alteracbes microgliais e
astrocitarias em transtornos mentais; em um estudo conduzido por Rao e
colaboradores (2010) foi realizada a analise de cortex pré-frontal post mortem de
pacientes com transtorno bipolar, sendo encontrado um aumento significativo na
expressdo de GFAP e no nivel de CD11b (marcador de ativacdo microglial). Outro
estudo, também realizado com tecido post mortem de pacientes com depressdo maior
mostrou um aumento significativo na densidade glial no hipocampo destes
individuos (Stockmeier et al., 2004). Além disso, pacientes esquizofrénicos com
neuroinflamacdo tiveram um aumento na expressdo de GFAP (mRNA) e
apresentaram astrocitos hipertroficos, além de elevada expressdao de transcritos
(mRNA) associados a astrogliose (Catts et al., 2014). Nossos resultados, ainda que
preliminares, parecem estar na mesma linha dos estudos acima citados, enfatizando o
possivel envolvimento da neuroinflamacéo na fisiopatologia do TB.

No presente trabalho, encontramos um possivel aumento da ativacao
microglial no grupo LDX, representado pelo numero de células positivas para Ibal
nas condigdes iniciais (2 horas e 24 horas), sendo que este aumento deixou de ser
observado nas condicdes tardias (15 dias e 21 dias). A hipdtese para explicar este
achado consiste na ideia de que a administragdo de LDX estaria levando a uma
ativagdo microglial inicial, ou seja, durante a administragdo do referido composto

parece existir uma ativacdo das células microgliais. No entanto, no momento que
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LDX deixa de ser administrada aos animais, &€ provavel que este estimulo
responsavel por tal ativacdo cesse depois de um tempo, possibilitando que o tecido
cerebral se recupere e que a ativacdao microglial diminua.

Desta maneira, unindo os dados relativos a astrocitos e a microglia descritos
neste trabalho, é possivel sugerir que neste modelo animal de mania ocorra uma
gliose reativa. Este processo € considerado uma resposta inflamatéria caracterizada
pela proliferacdo de células microgliais e de astrocitos, e as vezes também observada
uma hipertrofia de astrdcitos (Zhang et al., 2010; Gao et al., 2013). Sendo assim,
quando ocorrem respostas inflamatérias de maneira repetida e sustentada, como em
situagBes em que ha a ocorréncia de insultos severos ou prolongados ao SNC (por
exemplo, a toxicidade dos episddios de humor), poderia ser gerado um feedback
positivo entre astrécitos e microglia, levando ao aparecimento de sinais que podem
comprometer as fungdes tanto dos astrdcitos como dos neurénios e culminar em uma
neuroinflamacédo de carater crénico (Glass et al., 2010; Sofroniew e Vinters, 2010).

O presente estudo apresenta algumas limitacbes que devem ser consideradas
ao interpretar os resultados. Primeiro, o nimero de animais € particularmente
pequeno, e a falta de variabilidade amostral impossibilita uma anélise estatistica dos
dados. Segundo, o uso de modelos animais em psiquiatria apresenta algumas
limitacGes, dada a dificuldade de mimetizar nos animais algumas caracteristicas
particulares do TB, como podem ser o fenbmeno da recorréncia e o carater ciclico da
mesma (Kapczinski et al., 2009). Além disso, também devemos ter cautela no
momento de transpor os dados obtidos a partir destes modelos para 0s seres
humanos. Nao obstante, os modelos animais para TB sdo uma ferramenta pré-clinica
essencial no que diz respeito a compreensdo da fisiopatologia da doenca e ao
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos (Lipska e Weinberger, 2000).
Futuros estudos sdo necessarios, com um maior nimero de animais, para confirmar
0s resultados acima encontrados.

Em suma, apesar de preliminares, os resultados do presente estudo-piloto
sugerem a ocorréncia de microgliose e astrogliose no estriado de animais tratados
com LDX. Provavelmente, isto nos indica uma possivel relacdo entre
neuroinflamacéo e a fisiopatologia do TB. No entanto, mais estudos sdo necessarios

para comprovar os resultados demonstrados neste trabalho e auxiliar na compreensao
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de possiveis vias celulares e/ou moleculares que possam estar envolvidas com a

doenca.
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Figura 1: Andlise de pardmetros gliais no estriado de ratos Wistar em um modelo
animal de mania induzido por dimesilato de lisdexanfetamina (LDX). As
representacdes graficas referem-se a média do nimero de células positivas para cada
marcador glial/mmz2 (+ desvio padrdo) de area estriatal nos grupos controle e LDX
nas diferentes condices experimentais — 2 horas, 24 horas, 15 dias e 21 dias. (a)
Gréafico relativo a células S100B+ (n=2 animais por condicdo). (b) Grafico
representativo de células GFAP+ (n= 2 animais por condi¢do, exceto em 24 h na qual
n=1). (c) Grafico referente a células GS+ (n= 1 animal por condigéo). (d) Gréafico

correspondente ao nimero de células Ibal+ (n=1 animal por condi¢éo).
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Figura 2: Imagens representativas de astrécitos S100B+ no estriado
de ratos dos grupos controle e LDX nas distintas condigdes

experimentais (2 h, 24 h, 15 d e 21 d). Barra de escala = 50 pm.
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Figura 3: Imagens representativas de astrocitos GFAP+ no estriado
de ratos dos grupos controle e LDX nas diferentes condigdes

experimentais (2 h, 24 h, 15 d e 21 d). Barra de escala = 50 pm.
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Figura 4: Imagens representativas de astrocitos GS+ no estriado de ratos
pertencentes aos grupos controle e LDX nas distintas condigdes

experimentais (2 h, 15 d e 21 d). Barra de escala = 50 pm.
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Figura 5: Imagens representativas de células microgliais Ibal+
localizadas no estriado de ratos dos grupos controle e LDX nas
diferentes condicOes experimentais (2 h, 24 h, 15 d e 21 d). Barra de

escala = 50 um.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Apesar de preliminar, os resultados deste estudo mostram um aumento no
numero de células positivas para 0 marcador de microglia ativada Ibal e para 0s
marcadores de astrocitos S100B, GFAP e GS nos ratos tratados com LDX. Isto
sugere a presenca de neuroinflamacéo, evidenciados pela microgliose e astrogliose
reativas no estriado de animais neste modelo animal. Tendo em vista que este
tratamento com LDX é um modelo valido de mania, poderiamos especular que exista
uma relacdo entre a neuroinflamacdo e a fisiopatologia do TB. Entretanto,
ressaltamos que o numero limitado de animais que utilizamos nas analises relatadas
neste trabalho nos impede de realizar afirmacBes consistentes acerca do tema
abordado. Sendo assim, este estudo necessita ser continuado, para gue possamos
comprovar os dados obtidos até o momento. Para isso, temos como perspectivas

futuras:

1) Aumentar o tamanho amostral do estudo para 5 animais por condicdo, a fim de
finalizarmos este estudo-piloto com poder estatistico adequado. Em caso dos
resultados comprovarem os resultados obtidos até o presente momento, realizaremos
um trabalho mais abrangente no qual incluiremos analises complementares relativas

a comportamento, marcadores inflamatdrios, neurotréficos e parametros gliais.

2) Confirmar se o uso de LDX, usado para mimetizar um quadro de mania, é capaz
de alterar os parametros gliais estudados neste trabalho. Se isto se confirmar, nossos
dados contribuiriam de forma significativa para a melhor compreensdo dos
mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos no TB, assim como abriria uma nova area

de investigagéo para o desenvolvimento de novos alvos terapéuticos.

3) Uma vez confirmadas as alteracdes gliais no modelo animal de mania acima
descrito, pretendemos estudar neste modelo novos potenciais agentes terapéuticos
para o tratamento do TB, como por exemplo, 0s hormonios esteroides. Isso porque
tem sido observado na literatura que neuroesteroides, tais como a progesterona e seus
metabolitos, sdo apontados como moléculas que apresentam potencial terapéutico em

doengas neurais (conforme consta em artigo de revisdo publicado recentemente por
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nosso grupo - Bristot et al., 2014) e seria relevante avaliar os efeitos destes

compostos também em parédmetros gliais.
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