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RESUMO

O transtorno bipolar € uma sindrome que acomete o sistema nervoso central, principalmente
causando alteracdes impactantes ao humor dos individuos acometidos, variando entre estados
de mania, hipomania, depresséo e eutimia. Estudos sugerem que a fisiopatologia da sindrome
esta relacionada com uma diminuicdo da atividade da Na*,K*-ATPase e aumento de GSK-3p.
No presente trabalho, utilizamos o modelo de mania em ratos para analisar os efeitos do
treinamento de exercicio anaerobico sobre os déficits neuroquimicos e comportamentais
induzidos pela injecdo de ouabaina. O exercicio anaerdbico ndo foi capaz de prevenir a
hiperlocomocéo induzida nos ratos pela injecao da ouabaina, j& que ndo houve comportamento
maniaco dos ratos, mas um comportamento depressivo. Assim, o exercicio anaerobico preveniu
contra os sintomas da depressdo, aumentando a atividade enzimatica da Na*,K*-ATPase. Além
disso, treinamento com exercicio anaerébico aumentou o conteido de AKT e o aumento de
GSK-3B no hipocampo dos ratos pela ouabaina ndo foram detectados . Esse efeito
antidepressivo se deu através da ativacdo de Na*,K™-ATPase, AKT, aumentada nos ratos
treinados , bem como maior ativacdo de mTOR, que sdo possiveis moduladores do efeito do

treinamento sobre potenciais anti inflamatdrios e de resiliéncia neural como o BDNF.

Palavras-Chave: mania, ouabaina, treinamento, exercicio anaerébico, Na*,K*-ATPase.



ABSTRACT

Bipolar disorder is a syndrome that affects the central nervous system, mainly causing impactful
changes in the mood of affected individuals, ranging from states of mania, hypomania,
depression and euthymia. Studies suggest that the pathophysiology of the syndrome is related
to a decrease in Na*,K*-ATPase activity and an increase in GSK-3p. In the present work, we
used the model of mania in rats to analyze the effects of anaerobic exercise training on
neurochemical and behavioral deficits induced by ouabain injection. Anaerobic exercise was
not able to prevent the hyperlocomotion induced in rats by ouabain injection, since there was
no manic behavior in rats, but depressive behavior. Thus, anaerobic exercise prevented
depression symptoms by increasing the enzymatic activity of Na*,K*-ATPase. Furthermore,
training with anaerobic exercise increased AKT content and increased GSK-3B in rat
hippocampus by ouabain were not detected. This antidepressant effect occurred through
increased Na*,K™-ATPase, AKT activation in trained rats, as well as greater mTOR activation,
which are possible modulators of the training effect on anti-inflammatory potentials and neural

resilience such as BDNF.

Keywords: mania, ouabain, training, anaerobic exercise , Na*,K*-ATPase.
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1 INTRODUCAO

O Transtorno Bipolar (TB) é uma condicdo que atinge o sistema nervoso central,
causando mudancas repentinas e recorrentes de humor, podendo apresentar estados intensos de
mania, hipomania e depressdo profunda, oscilando com estados eutimicos, provocando graves
consequéncias psicologicas, motoras e sociais nos individuos que possuem essa patologia
(Kupfer, 2005; Savas, et al., 2003). O TB atinge cerca de 2,4% da populacdo mundial (Garcia-
Jiménez, et al 2017 e Merikangas et al., 2011), sendo que os tratamentos farmacoldgicos
convencionais, como o litio, apresentam sucesso terapéutico em cerca de 60% dos casos
(Brocardo, et al. 2010). Esses dados reforcam a importancia da realizagdo de estudos que
investigam os processos fisiopatoldgicos da doenca, assim como tratamentos alternativos com
potencial para aliviar os sintomas e consequéncias do TB.

As principais causas do TB estdo relacionadas a fatores de predisposicdo genética e
influéncias ambientais, incluindo eventos de vida estressantes, assim como 0s consumos de
drogas licitas e ilicitas (Savas, et al.,2003). Pesquisas clinicas e experimentais tém relatado que
a fisiopatologia do TB esta envolvida com a desregulacdo i6nica celular, com aumento de sédio
intracelular (Hough et al., 1999; Shaw, 1966), aumento de retencdo de litio (Szentist, et
al.,1980) e diminuicdo da atividade da enzima Na*,K*-ATPase (Looney e El-Mallakh, 1997).
Mostrou-se que a atividade da bomba de sddio e o estresse oxidativo (EO) causado por niveis
elevados de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) estdo envolvidos com a fisiopatologia do TB
(Andreazza, et al., 2007; Ranjekar et al., 2003). Para o estudo do TB, uma série modelos
experimentais podem ser utilizados, com possibilidades de reproducdo de sintomas e
caracteristicas das fases maniacas e/ou depressivas, sendo que cada modelo apresenta
potencialidades e limitagdes (Frey, et al.,2006; Mello, Benetti F, 2009). Um dos modelos mais
fidedignos da fase maniaca em ratos € o modelo da injecéo intracerebroventricular (ICV) de
Ouabaina (OUA), um inibidor da enzima Na*,K*-ATPase (Valvassori, et al., 2019).0 que ajuda
a reforcar a tese de Valvassori sobre a OUA ser um modelo ideal é que além dela ser o principal
inibidor da Na*,K*-ATPase, se ligando a subunidade alpha da bomba de sédio, foi notado que
sua administracdo também é capaz de aumentar os niveis de marcadores de estresse oxidativo
(Lantos , et al., 1994 e Marnett , 1999), duas variaveis bem estabelecidas na fase maniaca do
TB.

Tem sido demonstrado também o envolvimento da enzima Glicogénio Sintase Quinase
(GSK-3p) na fisiopatologia do TB (Dal-Pont, et al., 2018; Valvassori, et al., 2017). Estudos tém



demonstrado que a GSK-3p esta ativa em ratos na fase maniaca. Mostrou-se também que 0
tratamento com Cloreto de Litio e Valproato aumenta a fosforilagdo dessa enzima (Li e Jope,
2010). Isso sugere que a inibicdo da GSK-3f tem potencial terapéutico contra sintomas do TB.
A GSK-3B é uma quinase que tem grande atividade dentro das células e tem sua atividade
inibida por regulacdo pos-traducional por fosforilagdo, como pela AKT (Beurel et al., 2015 e
Manning, 2007). A GSK-3p ¢ muito importante no processo de plasticidade sinaptica ¢
modulacédo dos fatores de transcricdo (Bradley CA, et al., 2012 e Jope RS, Johnson GVW,
2004), assim como papel importante na sinalizacdo de outras enzimas, como a MAPK, PI3K,
através da fosforilagdo das mesmas (Doble BW, Woodgett JR, 2003). Estudos indicam que a
ativacdo anormal da GSK-3B pode estar envolvida na fisiopatologia de diversas doengas
mentais como: doenca de Alzheimer (DA), TB, esquizofrenia e outros (Doble BW, Woodgett
JR, 2003).

A enzima GSK-3 consiste em duas isoformas, GSK-3a ¢ a GSK-3p, esta altima ¢
associada a fisiopatologia dos transtornos neuropsiquiatricos. Esta isoforma tem um papel de
extrema importancia na regulacdo de processos bioldgicos relevantes no TB, como o estresse
oxidativo, neurogénese e inflamacéo (Beurel E, Jope RS, 2006 e De Sousa RT, et al.,2014). O
exercicio fisico tem a capacidade de aumentar a expressdo de fatores neurotroficos, a
neurogénese (Jung SY, et al., 2014 e Ying Z, et al., 2008), assim como diminui a incidéncia de
doencas associadas com a producdo aumentada de Espécies Reativas de Oxigénio (Radak, Z,
et al., 2008). Isso ocorre por um processo de adaptacdo induzido pelo exercicio fisico, no qual
ocorre a ativacao do sistema antioxidante, sistemas de reparo, eliminacdo de danos oxidativos
e transcricdo sensivel a expressao génica e sintese de proteinas (Radak, Z, et al., 2008). O
exercicio fisico além de ter essas e outras fungbes, também consegue ativar a via da
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)-Akt, que afeta a proliferacdo e migracdo celular durante a
neurogénese (Zhang L, et al., 2013 e Tiwari SK, et al., 2015). No cérebro, a via (P13K)-Akt tem
funcdo de modular a plasticidade sinéptica, a sobrevivéncia neural e a fungdo cognitiva
(Gasparini L, et al., 2002). A Glicogénio sintase quinase-3p (GSK-3p) que tem efeito negativo
sobre a neurogénese hipocampal, é o primeiro alvo da atividade de AKT, que quando ativada
inibe GSK-3p por um processo de fosforilagao (Cross, D.A, et al., 1995 ¢ Wu Y, et al., 2009).

Ja é bem estabelecido que o treinamento de forca ativa a via PI3BK-AKT-mTOR no
musculo esquelético ativo, que induz a sintese proteica (Egerman, Glass. 2014). Sabe-se
também que a ativagdo dessa via no cérebro inibe a GSK-3p (Sakamoto K, et al., 2003).
Entretanto, pelo nosso conhecimento, ndo se sabe ainda se o treinamento de forca ativa a via da

PI3BK-AKT-mTOR no cérebro. A hipotese desse projeto € que o treinamento fisico de forca em



ratos ativa a via da PISBK-AKT-mTOR no cérebro e, dessa forma, inibe a GSK-38,
possivelmente atenuando os efeitos da injecdo intracerebroventricular de ouabaina.

1.1 Objetivos

Geral: avaliar o efeito do exercicio anaer6bico sobre pardmetros neuroquimicos e

comportamentais em um modelo de mania induzido por ouabaina em ratos.

Especificos:
e Mensurar o efeito da ouabaina no comportamento de ratos;
e Avaliar o efeito do exercicio anaerébico no comportamento maniaco de ratos;

e Analisar o efeito do exercicio anaerobico a via bioquimica da fase maniaca em ratos;



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Transtorno bipolar

A seguir serdo apresentados alguns conceitos, definigdes e classificagdes importantes
para a compreensao dos termos relacionados ao TB.

Segundo a quinta edi¢cdo do Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais
(DSM 5), o TB se diferencia em dois tipos principais: o Tipo I, em que a elevacdo do humor é
grave e persiste (mania) se verifica a ocorréncia de pelo menos um episédio maniaco, que pode
ter sido precedido ou sucedido de episddios hipomaniacos ou depressivos. e o Tipo Il, em que
a elevacdo do humor é mais branda (hipomania), apresentando um ou mais episddios
depressivos maiores e pelo menos um episodio hipomaniaco.

Estados Mistos: Estados em que ha a ocorréncia concomitante de sintomas maniacos e
depressivos, embora estes sejam vistos como pélos opostos do humor (DSM 5). Preenche os
critérios para um Episodio Depressivo Maior ou Hipomania/Mania além de apresentar ao
menos 3 sintomas do pblo oposto (Stahl SM 2013).

Transtorno Ciclotimico: Distarbio de humor flutuante, envolvendo periodos com
sintomas hipomaniacos que ndo preenchem os critérios para um episédio hipomaniaco; e
periodos com sintomas depressivos que nao satisfazem os critérios para um episodio depressivo
maior (Bosaipo, N. B, et al.,2017).

Espectro bipolar: Compreende pessoas com sintomas de depressao recorrente grave, tal
como na depresséo unipolar classica, porém com historico familiar de TB ou mania induzida
por antidepressivos e uma série de outras caracteristicas de bipolaridade relacionadas aos
sintomas depressivos (Bosaipo, N. B, et al.,2017). Inclui caracteristicas mistas ou melancolicas,
inicio precoce, multiplos episddios, baixa tolerdncia ou pouca resposta a antidepressivos
(Ghaemi SN, et al., 2002). O espectro bipolar tem a tarefa de categorizar as diferentes formas
do TB ao longo de um mesmo espectro (Akiskal HS. 2002)

Episddio Maniaco: Um periodo distinto de humor anormal e persistentemente elevado,
expansivo ou irritavel e aumento anormal e persistente da atividade dirigida a objetivos ou da
energia, com duracdo minima de uma semana e presente na maior parte do dia, quase todos 0s
dias (ou qualquer duracéo, se a hospitalizacéo se fizer necessaria) (Bosaipo, N. B, et al.,2017)
(DSM 5)



Episddio Depressivo: Humor deprimido ou perda de interesse acompanhados de 4
outros sintomas que incluem alteracdo no peso, sono e/ou velocidade psicomotora, sentimentos
de culpa e inutilidade, fadiga e capacidade diminuida para pensar ou concentrar-se (DSM 5).

Episddio Hipomaniaco: Um periodo distinto de humor anormal e persistentemente
elevado, expansivo ou irritdvel e aumento anormal e persistente da atividade ou energia com
duracdo minima de quatro dias consecutivos e presente na maior parte do dia, quase todos 0s
dias (DSM 5). O episodio nao € suficientemente grave a ponto de causar prejuizo acentuado no
funcionamento social ou profissional ou para necessitar de hospitalizacdo. Existindo

caracteristicas psicoticas, por defini¢do, o episddio é maniaco (Bosaipo, N. B, et al.,2017).

2.1.1 Historia

Segundo Kapczinski e Quevedo (2016), os primeiros indicios sobre a suspeita de uma
populacdo com sintomas de alteracdes de humor foram evidenciados na Grécia antiga, onde as
pessoas acreditavam que as doengas mentais e do corpo eram causadas pelo desequilibrio de
fluidos vitais e de estados de humor. Referente a esses desequilibrios de humor, os gregos
traziam consigo a hipdtese que a depressao era causada por excesso de bilis negra, e a mania,
por excesso de bilis amarela. A palavra “melancolia” se origina da palavra grega utilizada para
se designar “bilis negra”. Os termos mania € melancolia j& vistos pelos gregos no periodo antes
de cristo, ainda hoje, continuam tendo seu significado original (Marneros, 2001) e mais
importante que isso, esses conceitos de mania e melancolia se aproximam em seus aspectos
principais ao que hoje conhecemos como Transtorno Bipolar de Humor (Marneros, 1999).

Mas foi Areateus da Capaddcia (séc. 1 d.C.) o primeiro classificar que os dois conceitos
de mania e melancolia tinham algum tipo de ligacdo e que originaram alguma forma de
patologia, como se os dois pélos de comportamento fossem estados diferentes de uma mesma
doenga, sendo assim, sintomas de estados de transtornos unipolares eram vinculados se
alternando de mania para melancolia e melancolia para mania, ou seja, uma doenga com dois
estados antagonicos de transtornos unipolares, e a partir disso se comecou a pensar em um
transtorno com dois p6los de humor (bipolar) (Del Porto & Del Porto, 2005).

Ainda segundo Kapczinski e Quevedo (2016) a primeira vez que alguém trouxe os
conceitos de transtorno caracterizado pela alternancia entre mania e depressao foi no século
XIX, onde dois estudiosos franceses, Falret e Baillarger, o primeiro designando essa alternancia
de “folie circulaire” e o segundo de “folie a double forme”. O conceito de Falret diferia daquele

de Baillarger, por levar em conta os “intervalos lucidos” entre as fases. Com isso surgiu os



primeiros conceitos de estados misto. Mas de acordo com Del Porto & Del Porto, (2005), por
mais que este conceito tenha se difundido perante parte do mundo no final do século XIX, a
maioria dos clinicos continuava a considerar a mania e a melancolia como entidades distintas,
cronicas, e com curso deteriorante.

Contudo no século XX, Emir Kraepelin trouxe modificacdes que sdo usadas até hoje
como linhas de conhecimento nos sistemas de classificagdo de nosologias psiquiatricas,
separando as psicoses em dois grandes grupos: deméncia precoce (DP) e a psicose maniaco-
depressiva (PMD). E importante ressaltar que Kraepelin e seus conceitos sdo de grande
importancia trazendo para a psiquiatria um modelo médico, alicergado focando em observacdes
clinicas para descricdo de sintomas e evolugdo ao longo do tempo. Em um periodo pequeno
suas ideias alcancaram grande aceitacdo, contribuindo para uma relativa unificacdo conceitual
da psiquiatria européia que até hoje continua sendo usada como referéncia, pois foi ele ao
contrério de varios pesquisadores que levou em consideracdo os fatores psicossociais da
doenga. (GOODWIN e JAMISON, 1990).

Posteriormente Kraepelin e seu discipulo Weigandt deram uma das mais importantes
contribuicdes sobre o assunto de estados de humor, o conceito de “estados mistos maniacos
depressivos”. No qual seriam estados de transi¢do entre 0s pélos de depressdo e mania, estados
de humor entre os dois p6los em conjunto. Weigandt classificava os estados mistos ndo
necessariamente nessa ordem entre: Mania; Mania furiosa; Mania improdutiva; Estupor
maniaco; Mania com inibicdo motora; Depressdo; Depressdo agitada e Depressdo com fuga de
ideias. Usava para classificar os estados mistos com variantes como: Afeto; Atividade e
Pensamento. Mas Weigandt estudou principalmente trés formas de estados mistos, para ele os
que tinham maior importancia clinica: a depressédo agitada, a mania improdutiva e o estupor
maniaco. Segundo Koukopoulos e Koukopoulos(1999),Weigandt foi o primeiro a empregar o
termo “depressao agitada”, dando-lhe precisa descricéo clinica. (Del Porto & Del Porto, 2005).

Com o passar dos anos surgiram novos conceitos sobre os estados mistos, segundo
Marneros (2001), depois de Kraepelim, a contribuicdo mais importante para o estudo dos
estados mistos foi feita por Hagop Akiskal. De acordo com ele, os estados mistos emergem
guando um comportamento afetivo se manifesta em um temperamento de polaridade oposta,
por exemplo: quando uma pessoa depressiva tem um comportamento de hiperatividade. Akiskal
caracteriza trés estados mistos como: temperamento depressivo + epis0dio maniaco;
temperamento ciclotimico + depressao maior; temperamento hipertimico + depressao maior.

De acordo com Kapczinski e Quevedo (2016) termo bipolar foi utilizado pela primeira

vez em 1957, criado por Karl Leonhard onde o mesmo evidenciou a distin¢ao entre as formas



monopolares e bipolares da doenca. Karl Leonhard (1979) divide as psicoses fasicas em:
monopolares (mania, melancolia, depressées, euforias) e bipolares (doenca maniaco-depressiva
e psicoses cicldides). Del Porto & Del Porto, (2005) comentam que segundo Leonhard (1979),
as formas bipolares seriam polimorfas, enquanto as monopolares seriam formas “puras”. As
formas bipolares exibiram, quase sempre, mesclas de sintomas. Essa discussdo sobre estados
mistos e sobre doencas monopolares e bipolares foi evoluindo e persiste ainda no mundo
contemporaneo, principalmente com a questédo de diferenciacdo da depressao monopolar e fase
depressiva bipolar (Del Porto & Del Porto, 2005).

Contudo, seguindo o que diz Kapczinski e Quevedo (2016) apenas em 1980 o nome
transtorno bipolar foi adotado pelo DSM, em substituicdo ao termo maniaco-depressivo. O
DSM, uma publicacdo da American Psychiatric Association, esta atualmente em sua quinta
edicdo. Trata-se de um manual com a classificacdo de todos os transtornos mentais e 0s
respectivos critérios para diagnostica-los de modo mais confiavel. Ao longo do tempo o DSM
foi se atualizando e por consequéncia novos conceitos e protocolos sobre o Transtorno Bipolar
de Humor (que segundo Kupfer (2005), Savas,et al., (2003) e Weissman, et al., (1996) € uma
doenca caracterizada por mudancas repentinas e recorrentes de humor que atinge cerca de 1%
da populacdo mundial, sem cura estabelecida e sem causa especifica de seu surgimento)
também foram atualizados conforme novas edi¢des, no entanto a sua grande maioria, se

mantiveram estaveis, quando se referem as caracteristicas classicas e basicas desse transtorno.

2.1.2 Epidemiologia

Esta evidenciado que o TB interfere na vida de pessoas que possuem essa doenca de
forma prejudicial, com o nimero de anos de prejuizos sociais, fisicos e psicologicos superior a
todas as formas de cancer e doencas neuroldgicas como o alzheimer e epilepsia (Belmaker, R.
H. 2004 e Merikangas et al., 2011).

O TB atinge cerca de 2,4% da populagdo ao redor no mundo, contabilizando
aproximadamente 168 milhGes de pessoas, de todas as racas, credos, sexos e condicdes
socioeconémicas. Normalmente o TB esta relacionado com episddios depressivos que se
alternam entre mania, hipomania e estados mistos (Garcia-Jiménez, J et al 2017 e Merikangas
et al., 2011). E importante salientar que ndo ha um consenso entre os dados epidemioldgicos
em diversos estudos populacionais. O motivo dessas discrepancias se da pelas diferencas entre
0s métodos de diagnostico do transtorno (FL, Lopes, 2012). Alguns estudos tiveram como

objetivo demonstrar a prevaléncia do TB em seus diferentes estados. Segundo Stovall, (2010);



Hisatugo et al., (2009) e Merikangas et al., (2011) a prevaléncia de TB I, variaentre 1 a 1,6 %,
TB II, de 0,5 a 1,2%, sendo que também foi calculado a prevaléncia do Espectro Bipolar (EB),
que se refere a todos os tipos de bipolaridades e seus estados, cujo o resultado variou de 2,4%
a 2,6% na populacédo de grande parte do mundo.

De acordo com Kapczinski e Quevedo (2016), pesquisas de incidéncia dos transtornos
psiquiatricos sdo raras. Em uma das poucas pesquisas desse cunho com respondentes do
National Epidemiologic Survey on Alcohol and Related Conditions (NESARC), foi encontrada
incidéncia de 1,97 e 0,65%, para TB tipo | e tipo Il, respectivamente, em trés anos de
seguimento.

A‘incidéncia do TB varia com a idade do individuo, sendo que as maiores taxas ocorrem
na juventude. Sendo assim, se o individuo iniciar a doenca na fase unipolar depressiva além de
ter um diagndstico cronico e muito demorado, pelo fato de muitas vezes a fase maniaca ou
hipomaniaca s6 aflorar depois de um longo periodo de tempo, também os sintomas de depresséo
bipolar podem ser confundidos com a depresséo unipolar e novamente pode dificultar o seu
diagnostico e tratamento (Lima et al., 2005). Em um estudo de Merikangas et al., (2011) no
qual foi realizada uma pesquisa de cunho multicéntrico, foi relatada a média de idade de TB em
60 mil pessoas. Os resultados evidenciaram que a doenca se inicia em média aos 18 anos (BP
1), 20 anos (BP 1) e 22 anos (EB).

Quando se refere a prevaléncia de TB entre pessoas de variadas condi¢Bes sociais,
raciais ou locais de residéncia, ndo se viu nenhuma diferenca estatistica significativa (Lima et
al., 2005; Tucci et al., 2001). Contudo, devido as pesquisas de Lima et al., (2005) e Merikangas
et al., (2009), viu-se que hd uma prevaléncia maior de TB em pessoas com maior nivel de
escolaridade e melhores condicbes de acesso ao servigo de saude, fato que deve ocorrer por
uma melhor e recorrente assisténcia médica, caracteristicas que acentuam grande parte dos
paises desenvolvidos. No entanto, esse resultado ndo leva em conta o fato de os paises
subdesenvolvidos apresentarem uma populagdo mais pobre sem acesso a servigcos de saude e
muitas vezes 0s proprios servigos publicos de satde se mostrarem ineficientes.

Também ndo se encontrou diferenca de prevaléncia entre sexos masculino e feminino.
(Lima et al., 2005; Stovall, 2010; Tucci et al., 2001). No entanto, foi evidenciado que os estados
mistos tém uma maior prevaléncia em mulheres (Lima et al., 2005), resultado que normalmente
pode ser explicado pelo fato de que as mulheres frequentam de forma mais rotineira as consultas

médicas.



2.1.3 Etiologia

O transtorno bipolar (TB) é uma doenca de cunho multifatorial, muitos estudos
experimentais, pré e pos clinicos foram realizados para tentar descobrir quais sdo as causas
especificas que originam a doenca, com o0 objetivo de identificar proteinas, metabdlitos,
modificacOes pos-traducionais e genes que possam diferenciar pessoas bipolares de pessoas que
ndo possuem a doenca. No entanto, segundo Kapczinski e Quevedo (2016), todos esses estudos
realizados durante o passar dos anos ndo foram capazes de identificar as reais causas do

transtorno bipolar.

Conforme estabelecido na literatura especifica, 0 TB pode ser causado por diversos
fatores, dentre os quais pode-se destacar a predisposi¢do genética e influéncias ambientais,
incluindo eventos de vida estressantes, assim como também o consumo de drogas licitas e
ilicitas (Savas HA, Gergerlioglu HS, Armutcu F et al., 2003). Porém, as causas mais especificas
sugeridas por pesquisas experimentais e clinicas ddo indicios que os sintomas do TB ocorrem
pela desregulacdo ibnica, com aumento de sodio intracelular (Hough C et al., 1999 e Shaw DM
et al., 1966), retencdo do litio intracelular (Szentistv any |, Janka Z, Szil ard J. 1980) e
diminuicdo da atividade da bomba de sodio (Looney SW, El-Mallakh RS. 1999). Essas
possiveis causas do TB estdo intimamente relacionadas com o que Kapczinski e Quevedo
(2016) chamam de condi¢bes de fisiopatologia do TB. Essas condi¢cdes sdo um conjunto de
fatores que, de acordo com varios estudos, podem propiciar o surgimento do TB. Além da teoria
da desregulacdo ibnica, outros fatores podem estar associados a génese do TB, como alteracdes
associadas a resiliéncia celular (neurodegeneracdo e neuroplasticidade), aspectos genéticos
(disfuncdo mitocondrial e estresse cronico), mecanismos associados a neurotransmissores
(sistemas dopaminérgico e glutamatérgico), neurotrofinas (BDNF), estresse oxidativo (lipideos,
proteinas e DNA) e inflamagéo (citocinas).

2.1.4 Tratamentos

Ao longo dos anos surgiram diversos tipos de tratamentos para o combate e controle
dos sintomas do TB, sendo que usualmente utiliza-se terapias farmacoldgicas, que podem ser
utilizadas sozinhos (monoterapias) ou em conjunto (terapias combinadas). Além disso, os atuais
tratamentos farmacologicos para o TB podem ser divididos em antimaniacos ou

antidepressivos(Kapczinski e Quevedo 2016).

Antimaniacos



Litio: Segundo Kapczinski e Quevedo (2016), o litio foi o primeiro farmaco aprovado
(1970) pela Food Drug Administration, dos Estados Unidos, para o tratamento do TB, sendo
indicado ha mais de 50 anos tanto para a fase aguda da doenca quanto para a de manutencao.
Esse farmaco tem eficacia em cerca de 50 a 70 % dos casos, com seu efeito terapéutico ligado
a concentragdo plasmatica. Segundo Sproule et al. (2002), concentracGes plasmaticas altas (1,06
mmol/L) e médias (0,91 mmol/L) oferecem melhora dos sintomas maniacos se comparadas a
concentragdes baixas (0,43 mmol/L).

Além do Litio, diversas outras classes de farmacos séo utilizadas como estabilizadores
de humor e no controle de sintomas maniacos. A seguir apresentaremos alguns desses farmacos.

Acido Valproéico/Valproato: Utilizado como estabilizador de humor; pode ser utilizado
sozinho ou em conjunto com outros medicamentos. O valproato é muito utilizado nos Estados
Unidos para tratamento de mania aguda e nos casos de paciente que apresentam estados mistos
(Kapczinski e Quevedo 2016).

Olanzapina : Medicamento antipsicético muitas vezes utilizado em poli terapias
(Yatham LN, et al., 2005 e Tohen M, et al.,2017).

Risperidona: Evidéncias apontam para efeitos positivos no tratamento do episodio de
mania; em doses elevadas comporta-se como antipsicotico tipico (Kapczinski e Quevedo 2016).

Quetiapina: E um farmaco antipsicotico para tratar sintomas maniacos do TB.

Aripiprazol: O papel do aripiprazol, um antipsicético, esta bem estabelecido no
tratamento da mania aguda (Keck et al., 2003). Acredita-se que sua eficacia anti maniaca se
deva as suas propriedades agonistas dos auto receptores dopaminérgicos pré-sinapticos
(Kapczinski e Quevedo 2016).

Asenapina: Medicamento antipsicético para tratamento da mania e também muito
utilizado em pacientes com esquizofrenia (Consoli A, et al.,2007; Ploske., & Deeks, 2016).

Ziprasidona: E um medicamento farmacoldgico utilizado como antipsicético (Souza,
2005). Existem evidéncias de que a ziprasidona é eficaz no tratamento da mania aguda (Vieta
E, etal., 2010).

Carbamazepina: E indicada como tratamento no inicio da doenca e com um padréo
alternativo de humor (Souza, 2005). Um estudo mostra que apenas 8% dos pacientes tratados
com carbamazepina ficaram estaveis por trés a quatro anos (Post et al., 1990). O seu uso se
torna menos utilizado pelo fato de causar efeitos adversos, principalmente gastrintestinais e
autonémicos (Kapczinski e Quevedo 2016).

Haloperidol: Segundo a metanélise de Cipriani e colaboradores, o haloperidol se

mostrou superior em eficacia em relacdo a litio, acido valprdico, quetiapina, aripiprazol,



ziprasidona, carbamazepina e asenapina. Entretanto, seu uso fica limitado por causa de seus
efeitos extrapiramidais — distonia aguda e discinesia tardia (Kapczinski e Quevedo 2016).
Tratamentos inovadores de Mania: Durante os Gltimos anos novas pesquisas tém sido
realizadas a respeito do tratamento de TB com medicamentos nunca antes estudados ou
utilizados para tal fim. Podemos destacar a zotepina (Chan HY, et al., 2010), acido félico
(Behzadi AH, et al., 2009), amissulprida (Kapczinski e Quevedo 2016), cariprazina (Durgam
S,2015) e a memantina (Keck PE Jr, 2009). Todos esses medicamentos tiveram resultados

equivalentes ou até melhores que o litio, Valproato e Haloperidol (Kapczinski e Quevedo 2016)

Antidepressivos

Litio: Diversos estudos analisando a eficacia do litio no tratamento da depresséo bipolar
foram realizados ainda nos anos de 1980 e 1990 (Kapczinski e Quevedo 2016). Segundo
Yatham L, et al., (1997) estudos indicaram que as taxas de resposta com o tratamento para a
fase depressiva podem variar de 64 a 100%.

Lamotrigina: A taxa de resposta foi de 40 a 50%, o dobro do grupo placebo (Kapczinski
e Quevedo 2016).

Quetiapina: A resposta do farmaco no tratamento da depresséo bipolar chega a 61%
(contra 42% do placebo) (Suttajit S, et al.,2014). Segundo Kapczinski e Quevedo (2016) os
principais efeitos adversos da medicagéo, que inclusive levaram ao abandono do tratamento nos
estudos, foram sedacdo, perda de peso, boca seca, cefaléia, tontura, nauseas, constipacdo e
sintomas extrapiramidais.

Divalproato: Duas metanalises (n=142) concluiram que o divalproato foi mais efetivo
que o placebo para o tratamento da fase depressiva, mas a forca dessa concluséo foi limitada
pelo tamanho da amostra (Bond DJ, et al., 2010 e Smith LA, et al., 2010).

Carbamazepina: Segundo el-mallakh rs, et al.,(2010) em ECR pequeno (n=44)
demonstrou a eficacia da carbamazepina no tratamento de sintomas depressivos em pacientes
bipolares.

Olanzapina: Segundo Tohen M, et al., (2012) e Kapczinski e Quevedo (2016) alguns
estudos ja demonstraram a eficacia da monoterapia com olanzapina no tratamento da depressao
bipolar.

Tratamentos inovadores de depressédo: De acordo com Kapczinski e Quevedo (2016),
devido a eficécia insatisfatoria dos tratamentos de depresséo bipolar, novas terapias vém sendo
investigadas. Dentre elas podemos citar a N-acetilcisteina (NAC) (Berk M, et al., 2011), dmega-



3 (Stoll AL, et al., 1999), Memantina (Stevens J, et al.,2013). Todos apresentaram resultados
positivos.

2.1.5 Modelos experimentais

Muitos dos modelos animais propostos focam na indugdo de comportamentos que
mimetizam individualmente um episddio agudo de mania ou depressdo. Esses modelos séo de
consideravel valor, e muitos deles apresentam validade preditiva para identificar medicactes
com potencial anti maniaco ou antidepressivo (Kapczinski e Quevedo 2016).

De acordo com Kapczinski e Quevedo (2016), estudos descrevem que, para ser valido,

um modelo animal em transtornos psiquiatricos deve demonstrar trés caracteristicas principais:

. Mimetizar os sintomas da doenca determinada (validade de face);
. Reproduzir alguns aspectos fisiopatoldgicos da patologia (validade de construto);
. Os agentes terapéuticos usados no tratamento do determinado transtorno devem reverter

os sintomas induzidos no modelo animal (validade preditiva).

Os modelos ambientais induzem comportamentos tipicos por intermédio de
intervencdes e alteragdes do meio em que o animal vive, geralmente tentando reproduzir
situacBes-gatilho em pacientes. Os modelos farmacol6gicos, por sua vez, induzem alteraces
fisiopatoldgicas e comportamentais por meio de alteragdes bioquimicas induzidas por
substancias. J& os modelos cirargicos baseiam-se na modificacdo morfologica ou retirada de
uma determinada estrutura cerebral. Por ultimo, os modelos genéticos sdo desenvolvidos por
meio da alteracdo da expressdo de genes relacionados ao transtorno (Kapczinski e Quevedo
2016).

Modelos ambientais de mania — Privacéo de sono

Segundo Gessa e colaboradores (1995), bases de observagdes clinicas apontam que
situagdes de grande estresse, as quais podem incluir longos periodos de privacdo do sono como
gatilho para o desenvolvimento do TB, bem como para a evocacao de novos episddios maniacos
em pacientes bipolares. Assim, o protocolo de privacdo do sono em ratos e camundongos €
capaz de induzir comportamentos do tipo maniaco, como insonia, hiperatividade, irritabilidade,

agressividade, hipersexualidade e estereotipia, comprovando a validade desse modelo.

Modelos farmacolédgicos de mania

- Modelo animal de mania induzida por anfetamina




O modelo animal de mania induzida por anfetamina € um dos mais cl&ssicos e bem
estabelecidos, e foi ele que iniciou os estudos com inducdo farmacoldgica dessa condicao
(Kapczinski e Quevedo 2016). Hoje o protocolo com anfetamina que tem mais aceitagédo € o

de Frey e colaboradores (2006).

- Modelo animal de mania induzida por ouabaina

A ouabaina € uma substancia exdgena analoga a hormonios cardenolideos, 0s quais sao
encontrados em baixas concentracdes sanguineas em seres humanos. A ouabaina pode ser
extraida da planta Strophantus gratus ou sintetizada. A administracdo de ouabaina age inibindo
a atividade da enzima Na*,K*-ATPase e, consequentemente, alterando a homeostase desses
jons. A diminuicdo da atividade dessa enzima pode ativar uma série de outras vias de
sinalizacdo intracelular, modificando funcdes celulares como hipertrofia, apoptose, mobilidade
e metabolismo. Também podem fazer modificagdes bioquimicas que sdo encontradas em
pacientes bipolares como: suprimir a plasticidade sinaptica de longa e curta duracdo, diminuir
os niveis de neurotrofinas (BDNF, NGF e GDNF), aumentar a liberacdo de dopamina e induzir
estresse oxidativo, reforcando a validade de construto desse modelo. (Kapczinski e Quevedo
2016)

O protocolo da Ouabaina consiste em uma cirurgia estereotaxica, em que uma canula é
implantada, através do cranio, no ventriculo lateral. Estudos demonstram que imediatamente
apos a administracdo de ouabaina as cobaias ja apresentam comportamento do tipo maniaco,
gue permanece até sete dias apo6s uma Unica aplicacdo (Jornada LK, et al., 2010).

Valvassori e colaboradores validaram o supracitado modelo de mania induzido por
ouabaina em um trabalho evidenciando os critérios necessarios para considerar valido um
modelo animal em transtorno psiquiatrico. Entre eles: mimetizar os sintomas do determinado
transtorno (validade de face); reproduzir alguns aspectos fisiopatolégicos do transtorno
(validade de construcéo); os farmacos usados no tratamento do transtorno devem reverter 0s
sintomas induzidos no modelo animal (validade preditiva) (VALVASSORI et al., 2019).

- Modelo animal de mania induzida por cetamina

Estudos mostram que a administracdo de cetamina € capaz de induzir hiperlocomocao,
além de outras caracteristicas comuns entre mania e esquizofrenia, como comportamento do
tipo psicotico, deficit cognitivo e alteracbes no comportamento social (Kapczinski e Quevedo
2016).



Modelos genéticos de mania
- Gene DAT

O DAT é um transportador de dopamina, e mutacdes no seu gene reduzem a expressao
celular desse transportador, que vem sendo relacionado com o TB em diversos estudos
genéticos. Pacientes bipolares apresentam niveis reduzidos de DAT. Estudos pré-clinicos
demonstram que camundongos que tém a expressdo diminuida dessa proteina apresentam
comportamentos do tipo maniacos, como aumento na atividade locomotora, alteracdo na

inibicdo do pré-pulso e comportamento do tipo hedénico (Kapczinski e Quevedo 2016)

- Gene Na* ,K*-ATPase a3

De acordo com Kapczinski e Quevedo (2016) a enzima Na+ /K+ -ATPase é uma peca-

chave na fisiopatologia do TB, uma vez que sua atividade esta reduzida nestes pacientes e sua
inibicdo farmacoldgica é considerada um bom modelo animal de mania. Camundongos da
linhagem Myshkin apresentam uma muta¢ao no gene que codifica a isoforma a3 dessa enzima
e apresentam uma série de comportamentos do tipo maniaco, incluindo alteragdes no ciclo
circadiano e aumento da sensibilidade a d-anfetamina, sendo seu comportamento semelhante

aquele induzido pela administracdo de ouabaina. (Kapczinski e Quevedo 2016).

- Genes do ciclo circadiano

Existe uma série de genes que codificam proteinas do ciclo circadiano aparentemente
envolvida no TB, dois desses genes sao mais vistos para que sua mutacao possa levar a sintomas
bipolares. O gene codificador de proteina de ligacdo D-box (DBP) e o gene CLOCK ambos
com sua atividade reduzida causam sintomas maniacos como reducgdo do sono, hiperatividade,
aumento da sensibilidade a recompensa pelo uso de cocaina, bem como preferéncia por sacarose

e aumento da atividade dopaminérgica (Kapczinski e Quevedo 2016).

- Gene GIuR6

Segundo Kapczinski e Quevedo (2016) alteragfes no sistema glutamatérgico parecem
estar envolvidas na fisiopatologia do TB. Foi demonstrado que camundongos knockout para
GIuR6, que ndo expressam o receptor de glutamato tipo 6, apresentaram comportamentos do
tipo maniaco como hiperatividade, agressividade e reducdo da ansiedade (Shaltiel G. et al.,
2008).

- Gene GSK-3



A proteina glicogénio sintase quinase-3 (GSK-3) é considerada o alvo de um modelo
para mania de TB por ser alvo de estabilizadores de humor como o Litio e o Valproato. A
superexpressdo de GSK-3p em camundongos ¢ capaz de induzir hiperatividade e prejudicar a
memoria de habituacdo, ambos considerados comportamentos do tipo maniaco (Kapczinski e
Quevedo 2016). Posteriormente, foi demonstrado uma relagdo importante entre o
comportamento maniaco induzido pela ouabaina e a via GSK-3p. Onde o tratamento com Litio
ou VPA preveniu 0 comportamento maniaco e protegeu o cérebro contra alteracGes
neuroquimicas (VALVASSORI et al., 2017). Os efeitos terapéuticos de Litio ja foram ligados
com a mesma via de sinalizacdo, uma vez que o farmaco inibiu a via da GSK-3p através da
ativacdo de mTOR. Além disso, a administracdo de AR-A014418 (um inibidor da GSK-3)
proporcionou efeitos antimaniacos e protegeu o cérebro contra o estresse oxidativo de ratos
com mania induzida por ouabaina (DAL-PONT et al., 2019).

2.3 Transtorno bipolar e estresse oxidativo

O envolvimento do estresse oxidativo no TB vem sendo investigado por diversos
autores (Da Costa, et al., 2016; Vasconcelos-Moreno, et al., 2017; Rowland, et al., 2018), uma
vez que diversas doencas psiquiatricas e neuroldgicas apresentam um importante componente
oxidativo em sua génese ou propagacao, como depresséo, esquizofrenia, parkinson, alzheimer,
huntington, Esclerose Lateral Amiotrofica e epilepsia (Lindgvist, etal., 2017; Sawa, et al.,2016;
Hauser,et al.,2013; Tonnies, et al., 2017; Kumar, et al., 2016; D’ Amico, et al 2013; Pearson-
Smith, et al., 2017).

Segundo Magalhaes et al.,(2012) o estresse oxidativo é resultado de um desequilibrio
entre moléculas pr6 e antioxidantes, comumente associado a danos celulares. Portanto, o
estresse oxidativo ocorre quando os niveis de espécies reativas de oxigénio excedem o0s

mecanismos de defesa antioxidante (Dal-Pont, et al., 2018).



Varios estudos apontaram o estresse oxidativo como mediador na fisiopatologia da TB
(Da Costa, et al., 2016). Estudos também mostram niveis aumentados de marcadores periféricos
de estresse oxidativo em individuos com TB, incluindo substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS), marcadores de danos ao DNA / RNA e éxido nitrico (NO) (Da Costa,
et al., 2016). Fatores genéticos e ndo genéticos tém sido propostos para medir 0 aumento dos
niveis celulares de ERO além da capacidade de defesa antioxidante em pacientes com TB
(Pandya, et al., 2013). O aumento da ROS desencadeia dano celular oxidativo a lipidios,
proteinas e DNA, levando a crescimento e diferenciacdo neuronal anormal (Pandya, et al.,
2013).

Todos esses fatores podem levar ao um aumento de toxicidade de que se acumula
durante o curso da doenca, apoptose precoce e reducdo da densidade neuronal e glial, que estdo
alinhadas com as altera¢des neuroanatomicas e a deterioracdo cognitiva observadas no decurso
do BD (Da Costa, et al., 2016; Gigante, et al., 2011; Fries, et al., 2014).

2.4 Transtorno bipolar e suas vias

2.4.1 Na* ,K*-ATPase
A Adenosina trifosfatase de sddio e potassio (Na*,K"™-ATPase ou bomba de Na*) é uma

enzima onipresente que mantém o potencial de membrana de células excitaveis e o restabelece
apos cada despolarizacdo (Skou, J. C. 1998). A enzima hidrolisa 0 ATP na presenca de Mg?* e
usa a energia livre para conduzir o potassio para dentro da célula e sodio fora da célula, em uma
estequiometria de 3 Na*, 2K* e 1 ATP, contra seus gradientes eletroquimicos (Traub, N., &
Lichtstein, D. 2000).

O TB tem sido consistentemente associado a anormalidades na atividade da Na*,K*-
ATPase em eritrocitos (Looney SW, El-Mallakh, 1997). Um dos eventos bioldgicos mais
frequentes da mania € a desregulacdo i6nica. Foi relatado que estados maniacos agudos
apresentam aumento intracelular de calcio, sodio e diminuigdo da atividade da bomba de sédio
(El-Mallakh, et al., 2003). Além disso, pacientes com TB apresentam niveis enddgenos
aumentados de compostos digitalicos (DLCs), envolvidos na regulacédo da atividade de Na*,K*-
ATPase; cabe lembrar que a OUA é um composto digitalico capaz de inibir Na*,K*™-ATPase

(Dal-Pont, et al., 2018). Esses achados sdo todos compativeis com o modelo fisiopatoldgico no



qual ocorre uma reducdo na atividade cerebral da bomba de sodio (EI-Mallakh RS, Wyatt RJ,
1995).

2.4.2 Glicogénio sintase quinase 3 (GSK-3)

Tem sido demonstrado mudancas na sinalizagdo da glicogénio sintase quinase 3 (GSK-
3) no modelo animal de mania induzido por OUA, sugerindo um envolvimento desta enzima
com alteracBes na atividade da Na",K*-ATPase (Dal-Pont et al., 2018). GSK-3 é uma
serina/treonina quinase, constantemente ativa na célula e quando fosforilada por outras
enzimas, como a Akt, tem sua atividade inibida. Outras pesquisas mostraram que pacientes com
TB em mania apresentam aumento de niveis de GSK-3B quando comparados a controles
saudaveis, sugerindo que a inibicdo de GSK-3B pode ser um alvo terapéutico para TB (Dal-
Pont, G. C, et al., 2018).

Outro fator que coloca a GSK-3 como um possivel alvo para os tratamentos de TB foi
a descoberta que o litio age sobre a GSK-3 de forma inibitoria, sendo o litio um classico
estabilizador de humor usado no tratamento do transtorno bipolar tanto na fase maniaca quanto

na depressiva (Beurel, E, et al., 2015).

2.4.3 Exercicio, Transtorno bipolar e a via IGF-1/PI3K/Akt/mTOR
Segundo Moylan, et al. (2013) e Ten Have, et al. (2011), o exercicio fisico serve como

tratamento para diversos transtornos mentais, inclusive TB. Kauer-Sant’anna, (2010) comenta
gue pessoas com TB tém maiores niveis de estresse oxidativo comparado a pessoas que ndo
apresentam o transtorno, sendo que um dos possiveis mecanismos para tal fato é a desregulagéo
das enzimas antioxidantes (Ceylan, et al., 2018). De acordo com Radak et al. (2008), 0 processo
de adaptacdo induzido pelo exercicio envolve ativacdo do sistema antioxidante e dos sistemas
de reparacgdo/eliminagdo de danos oxidativos, estando comprovado que o exercicio fisico reduz
a incidéncia de doengas associadas ao estresse oxidativo.

Do ponto de vista inflamatdrio, estudos prévios relataram que o0s niveis das citocinas
pré-inflamatorias, TNF-a, interleucina IL-6 e I1L-8, sdo elevados e 0s niveis da citocina anti-
inflamatdria 1L-4, sdo mais baixas do que no grupo controle em individuos com TB, tanto nas
fases maniaca e depressiva do TB (Kim et al. 2007; O’Brien et al. 2006). Quando realizamos
exercicio fisico, as fibras musculares produzem IL-6 rapidamente apds a contracdo, sugerindo
que a producdo de IL-6 pelo exercicio tem funcdo antiinflamatéria (Wilund, 2007). Assim, 0
efeito do aumento da produgdo de IL-6 devido a contragdo muscular € a redugdo da inflamagé&o.



Quando a inflamac&o € reduzida, hd menos comprometimento da sinalizacdo no cérebro e na
periferia pelo fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) e pelo fator de crescimento
semelhante a insulina-1 (IGF-1), ambos fatores de crescimento que induzem a neurogénese
hipocampal (Cotman, et al. 2007) O BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor) é um dos
fatores neurotrdficos mais pesquisados no TB, visto que desempenha um papel fundamental na
neuroprotecdo e plasticidade neural. Segundo Magalhdes e colaboradores (2012), uma
diminuicdo nos niveis circulantes de neurotrofina é prejudicial para o sistema nervoso.

O exercicio tem grande potencial de atuar como neuroprotetor no TB, uma vez que
estudos em populacdes em envelhecimento demonstraram que a participacdo em programas de
exercicios melhora fungbes cognitivas, incluindo aprendizado, memdria e fungdo executiva,
bem como auxilia no combate a doencas relacionadas ao declinio mental e atrofia cerebral
(Colcombe and Kramer, 2003). Estudos com modelos animais demonstram que 0 exercicio
induz aumento de BDNF em todas as regides do cérebro, mas principalmente no hipocampo
(Cotman and Berchtold, 2002). Os niveis de BNDF tém um aumento significativo quando o
exercicio fisico € realizado por longos periodos e sdo capazes de se manter elevados por varias

semanas apos o exercicio em modelos animais e humanos (Berchtold et al. 2005).

O IGF1 é um horménio que é secretado pelo figado, pelo estimulo do GH (Horménio
do crescimento, mas também pode ser liberados pelo estimulo de exercicios tanto aerébicos
quanto anaerdbicos (Zebrowska A, et al., 2009; Zebrowska A, et al., 2013). O IGF1 também
tem como um de seus segmentos e alvos a fosforilacdo da enzima PI3K (Weeks, K. L,et al.,
2017). Assim ele se torna o precursor de uma via que tem diversas funcdes dentro do nosso
organismo como a via PI3K/Akt/mTOR, como respostas metabdlicas e regula a sobrevivéncia

celular, crescimento, diferenciacao e outras funcdes homeostaticas (Carnero A et al., 2008)



As PI3Ks sdo quinases lipidicas que estdo envolvidas em uma ampla gama de processos
celulares, incluindo metabolismo, progress&o do ciclo celular, sobrevivéncia celular, sintese de
proteinas, polaridade e motilidade e trafego de vesiculas, sendo umas das jusantes para que a

via continue, fosforilando o AKT (Engelman JA, et al., 2006)

A Akt/PKB a serina/treonina proteina quinase B, é uma sinalizacéo a jusante da PI3-
quinase que é altamente expressa no cérebro e tem um papel importante na sobrevivéncia
celular por diminuir a atividade da GSK3 (glicogénio sintase quinase-3), por sua vez pode
favorecer a condicdo que induz a hiperfosforilacdo e a morte celular neuronal e assim

possivelmente reduzir a atividade em pacientes de TB. (Weeks, K. L,etal ., 2017)

A mTOR é uma proteina serina/treonina e faz parte do complexo de aminoécidos da
familia do PI3K. A Mtor se associa com diversas proteinas para formar dois complexos
diferentes MTORC1 e mTORC2. (Bockaert, Joél, et al., 2015). A mTORC1 é um sensor de
nutrientes como glicose, aminoacidos, energia (oxigénio e ATP), fatores de crescimento e
alguns neurotransmissores que controlam muitas fungdes basicas, incluindo sintese de
proteinas, metabolismo de energia, metabolismo de lipidios, autofagia e biogénese de
lisossomos. mTORC2 é insensivel a nutrientes, mas sensivel a fatores de crescimento que
controlar a sobrevivéncia celular, apoptose, proliferacao celular e forma.

O exercicio fisico é capaz de iniciar a via de sinalizacdo semelhante a insulina IGF-
1/PI3K/Akt/mTOR, que por sua vez desencadeia funcGes muito importantes, principalmente
qguando focamos no final da sua via, onde ocorre a fosforilagdo da Mtor. (BODINE, SUE C. et
al., 2006). Essa ocasido faz com que a mTOR seja um possivel mediador dos efeitos benéficos

do exercicio fisico nos parametros cognitivos e antidepressivos (Lloyd, Brian A, et al., 2017).

A mTOR tem sua sinalizacdo sensivel a sinais de glicose e aminoacidos, componentes
em niveis aumentados no cérebro durante o exercicio fisico. (Lloyd, Brian A, et al., 2017;
(Oshiro, N, et al., 2014). Por outro lado a mTOR pode também ser sinalizada por fatores como
glutamato e (TNFa). (Zhou, J.X., et al 2015).

E também pelo fator neurotréfico de crescimento derivado do cérebro( BDNF) e fator
de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1) (Ying, Z., etal., 2008; Vary, T.C, etal., 2005).
Fatores que podem ser vistos em aumento na atividade fisica trazendo beneficios cognitivos e
de plasticidade sinaptica. Mostrando assim que a mTOR sinalizacdo de BDNF pelo exercicio ,
por exemplo, pode levar a fosforilagdo de mTOR através da cascata intracelular PISK/AKT.
(Lloyd, Brian A, et al., 2017).



E como essa via sinalizada pelo exercicio pode ter principalmente fungdes benéficas de
neuroplasticidade e de diminuicdo da atividade da Glicogénio sintase quinase 3 (GSK-3),

enzima que esta em niveis elevados em pacientes de TB.

2.4.5 P70S6

A proteina quinase ribossomal S6 quinase p70 S6 tem como sua jusante a funcéo de
modulacéo da progressédo do ciclo celular, tamanho celular e sobrevivéncia celular, além disso
guando ativada pode realizar o papel de regulacdo positiva da biossintese ribossémica e

aumento dos niveis de traducdo da célula (An, W.-L, et al., 2003).

A ativacdo ribosomal S6 quinase pode ser alcancada por fosforilagdo por vias de
proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) e fosfoinositol 3 quinase (PI3K), mesma via
que também ativa a mTOR e inibe a GSK3 Mukhopadhyay (NK. et al., 1992, Jeno P, et al.,
1988). A p70 S6 também pode ser ativada através do exercicio fisico com propdésito de sintese
de novas proteinas, ja que foi visto que a via semelhante a insulina IGF-1 pode desencadear e
iniciar a via PI3K-AKT-Mtor (BODINE, SUE C. et al., 2006, Lin, T A, et al., 1996).



3ARTIGO CIENTIFICO

Os materiais e métodos, resultados e discussdo dos dados dessa dissertacdo serdo
apresentados em formato de artigo cientifico redigido em inglés.

3.1 Materials and Methods

3.1.1 Animals and Reagents

Adult male Wistar rats approximately two months old (250-300 g; n=24) were
purchased from the Biopampa of Federal University of Pampa (UNIPAMPA). Rats were
maintained in the Animal Bioterium of the Federal University of Pampa (UNIPAMPA) in
appropriate cages (3 rats per cage) in a controlled environment (12:12 h light-dark cycle, 24+1
°C, 55% relative humidity), with free access to water and food during all the experimental
procedures. Animal utilization protocols followed the Official Government Ethics guidelines
and were approved by the University Ethics Committee of Federal University of Pampa
(#002/2021). All reagents were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA) or from local

suppliers.
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Figure 1. Experimental Design. Timeline.

3.1.2 Strength training and Experimental Design

To perform strength training, a vertical ladder protocol was used, totaling 51 days of 7
weeks of exercise, with 5 days of exercise per week (the weekend being the rest period of the
rats) with the progressive load that will be housed. in the rats' tail, in the first week, 0% of the
body weight was used as the adaptation week, in the second week it started with 25%, increasing
the body overload by 10% until the 4th week and in the last three weeks, there was an increase
of 15 % per week, totaling 90% overweight (Hornberger Jr, et al., 2004; Casillas, et al.,2012).
In the present study, the animals received a single intracerebroventricular (i.c.v) injection of 5
uL of artificial cerebrospinal fluid (aCSF) or ouabain 10~% M dissolved in aCSF on the fourth
day after surgery (VALVASSORI et al.,, 2019). The animals were divided into four
experimental groups (n = 6 per group): 1) aCSF 2) Ouabain 3) Exercise 4) Exercise + Ouabain.
To determine the work effort performed using a Progressive Maximum Workload Test of the
sedentary and trained groups, the rats underwent a load progression of 0%, 25%, 50%, 75% and
100%. Each rat performed 5 sets of 5 climbs on the vertical ladder with a 1-minute rest in each

load progression between sets.

3.1.3 Stereotaxic surgery and Ouabain Injection

Animals were anesthetized with intraperitoneal (i.p) of a cocktail containing ketamine,
acepromazine and xylazine (60 mg/kg, 10 mg/kg, and 2 mg/kg of body weight, respectively).
In a stereotaxic apparatus, the skin covering the rat skull was removed, and a 9 mm-gage guide
cannula was put on the skull according to the following coordinates: 0.9 mm posterior to
bregma; 1.5 mm right from the midline; and 1.0 mm above left lateral ventricle (PAXINOS;
WATSON, 2013). A 2 mm orifice was made in the cranial bone, a cannula was implanted 2.6
mm ventrally to the posterior surface of the skull and fixed with dental acrylic cement. After
recovery (4 days), animals received single intracerebroventricular (i.c.v) injection of ouabain
dissolved in artificial cerebrospinal fluid (aCSF) or aCSF 5 L itself. A 30-gauge cannula was
put into the guide cannula and connected to a micro syringe through a polyethylene tube. The
tip of the infusion cannula protruded 1.0 mm beyond the guide cannula to reach the right lateral
ventricle. Each infusion lasted 30 s, aiming to avoid the efflux of the solution (EL-MALLAKH
etal., 2003; RIEGEL et al., 2009).



3.1.4 Behavioral analysis

On the 4th day of experiments, animal behavior was evaluated by Open Field (OF)
(BROADHURST, 1960). In this procedure, the rats were placed on a wood floor (50 cm x 50
cm) surrounded by four 50 cm wood walls. The floor comprised nine equal squares separated
by white lines. Each animal was gently put on the left rear square to explore the arena for 10
min. The locomotor and exploratory activities were assessed as numbers of crossing and

rearing, respectively.

3.1.5 Sample processing

Thirty minutes after the behavioral test the animals were euthanized by decapitation and
the hippocampus was collected by rapidly opening the skull at the sagittal suture and removing
the parietal bones. The brain was gently irrigated with cold artificial cerebrospinal fluid (aCSF)
and immediately removed from the skull into a Petri dish, with ice underneath, cold aCSF and
filter paper inside to facilitate tissue adhesion and removal of the hippocampi. The hippocampus
and cortex were collected and immediately frozen in liquid nitrogen and kept in a freezer at -
80 °C until use. The flexor digitorum longus, latissimus dorsi and quadriceps femoris muscles

were also collected and weighed. In addition, visceral fat was removed and weighed.

3.1.6 Western blotting

Western blot analysis was performed according to Funck et al. (FUNCK et al., 2014)
with some modifications. Samples of total cortex were lysed on ice in RIPA (radio-
immunoprecipitation assay) and centrifuged for 20 min at 12.700 x rpm and 4 °C. The protein
concentration of each sample was determined by the bicinchoninic acid protein assay (Termo
Fisher Scientific). All samples were adjusted to contain the protein concentration of 2 pg/uL.
Thus, a 30 uL amount of sample was used, containing 60 pg of protein were then subjected to
an 7% and 10% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis, and transferred to a nitrocellulose
membrane using Trans-Blot® Turbo™ Transfer System and equal protein loading was
confirmed by Ponceau S solution (Sigma Aldrich - P7170). After specific blocking, the blots
were incubated overnight at 4 °C with mouse antibody Na*,K*-ATPase (Sc-48345; Santa Cruz
Biotechnology®), AKT (Sc-81434; Santa Cruz Biotechnology®), mTOR (Sc-517464; Santa
Cruz Biotechnology®), rabbit antibody p-Na*,K*™-ATPase (Ser23; SAB4504275; Sigma-
Aldrich), GSK-3p (G7914; Sigma-Aldrich), p-AKT (ser-473; Sc-33437; Santa Cruz



Biotechnology®). After primary antibody incubation, membranes were washed with TBS-T
(TBS plus 0.1% Tween 20) two times at room temperature for 10 min and incubated with anti-
mouse (Sc-2005; Santa Cruz Biotechnology®) or anti-rabbit (A6154; Sigma Aldrich) for 2 h at
room temperature. Bands were visualized by enhanced chemiluminescence using ECL Western
Blotting Substrate (Pierce ECL, BioRad) and the signals were captured with ChemiDoc
XRS + (BioRad). Then the bands were quantified by using Image Lab software (Bio-Rad) and
normalized using the Ponceau S red total protein stain (ROMERO-CALVO et al., 2010). Values

are expressed as a percentage of the control.

3.1.7 Protein determination

The Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, USA) was used to measure

protein concentration.

3.1.8 Statistical analysis

Data were expressed as the mean + S.E.M. Data analysis was performed using two-way
analyses of variance (ANOVA), followed by Tukey post-hoc test. p<0.05 was considered

significant.

3.2 Results

3.2.1 Body weight, visceral fat, muscle development and Progressive Maximum Workload Test

Effect of 7 weeks of vertical stair climbing training on body weight, visceral fat, muscle
(flexor digitorum longus, latissimus dorsi and quadriceps femoris) and on the work effort test.
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Figure 2. Effect of 7 weeks of Strength training (vertical stair climbing) on Body weight (A), Visceral fat mass
(B), Flexor Digitorum Longus mass (C), Latissimus Dorsi mass (D), Quadriceps Femoris mass (E) and Progressive
Maximum Workload Test (F). Data are mean + SEM for n = 6 in each group. Statistical analysis was performed
using two-way ANOVA, followed by Tukey post-hoc test. * indicated a significant difference of p < 0,05, **
indicated a significant difference of p < 0,01, *** indicated a significant difference of p < 0,001, and **** indicated
a significant difference of p < 0,0001.



body weight was higher in sedentary groups, as well as visceral fat had a positive difference in
rats that did not undergo training (sedentary). The muscle mass of trained rats increased in
volume in all analyzed muscles Greater work effort was observed in trained rats compared to

sedentary rats.

3.2.2 Behavioral Analysis (Open Field)

Figure 2 shows the effect of ouabain injection (103 M) and seven week vertical ladder
training on exploratory activity of rats in Open Field (10 min). Statistical analysis showed that
administration of ouabain decreased the Number of Crossings [F(1, 20) = 3.72; p < 0.01]
compared to the control group (Figure 2A). Also that vertical ladder training increased the
Number of Crossings [F(1, 20) = 15.78; p < 0.001] reverted the results of the ouabain group.
Figure 2B shows ouabain injection decreased Number of Rearing [F(1, 20) = 0.84; p < 0.05],
and vertical ladder training also reversed this effect [F(1, 20) = 10.63; p < 0.001].
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Figure 2. Effect of ouabain injection (10 M, i.c.v) and seven week vertical ladder training Behavioral Analysis
of rat in Open Field (10 min). The evaluated parameters were Number of Crossing (A) and Number of Rearing
(B). Data are expressed in mean + SEM. Statistical analysis was performed using two-way ANOVA, followed by
Tukey post-hoc test. * indicates p < 0.05, ** indicates p < 0.01, and *** indicates p < 0.001.

3.2.3 Immunoreactivity (Western Blotting)

Figure 3 shows the effect of ouabain injection (10 M) and seven week vertical ladder
training on Immunoreactivity of mTOR, GSK-3p, p-Ser?® Na*,K*-ATPase, Na*,K*-ATPase, p-
Ser® Na*,K*-ATPase / Na',K*-ATPase, p-Ser*’® AKT, AKT, p-Ser*”® AKT / AKT, in rat

hippocampal homogenates. Statiscal analysis showed that seven week vertical ladder training



increased in Na*,K*-ATPase immunoreactivity compared to sedentary groups [F(1, 20) = 33.23;
p < 0.01] (Figure 3A). Figure 3B shows that there was no statistical difference between the
groups. Figure 3C shows ladder training increase ratio of p-Ser?® Na*, K*-ATPase / Na*, K*-
ATPase [F(1, 20) = 28.89; p < 0.05] compared to sedentary groups. Figure 3D shows that there
was no statistical difference between the groups. Figure 3E shows seven week vertical ladder
training prevented the reduction caused by ouabain in AKT immunoreactivity [F(1, 20) = 19.10;
p < 0.01]. Figure 3F shows ouabain injection reduced the immunoreactivity of p-Ser*’® AKT
compared to the control group [F(1, 20) = 30.82; p < 0.01]. However, the vertical ladder training
increased the ratio of p-Ser*”® AKT / AKT [F(1, 20) = 14.31; p < 0,05] compared to the control
group (Figure 3G). Figure 3H shows interaction effects when seven week vertical ladder

training together with ouabain injection increased mTOR immunoreactivity [F(1, 20) =8.01; p



< 0,01] compared to ouabain only group. Also the only training group increased mTOR
immunoreactivity [F(1, 20) = 36.52; p < 0.01], compared to the control grop (Figure 3H).

%k
A) B) C)

*%k
%k
400+ 400 6 *

8 ©
5 Il £ g, 5
83 300 ES 300 e 9
&3 IR <8 4 T
-
53 ¥ 3 ‘g
L5 2004 +o 5 200 ML b
x5 25 =X
+ o + " 24
SE 1004 T LE 1004 T T 8 32
— 9N = ‘t,D? 14 -
= L B m 2
0- 0- 0-
Sedentary Training Sedentary Training Sedentary Training
D)
400
2
] S 300 ;
aCSF mm Ouabain @B aCSF mm Ouabain
23
X = 2004
@2
O3
£ I e
£ 100-] . i
0_

Sedentary Training

E) F) G)
400~ 400~ 6-
z z 5
£ 300 ¢S 300 =
B <3 = 5
€3 23 ° T
5 27 - S5 2007 #x 5 < 3 *
3 P35 ¢$ 24
£ o E - a -+
E 1004 — - g 1004 — 1

Sedentary Training Sedentary Training Sedentary Training
H)
400
z
= 300+ *%
aCSF mm Ouabain x 8 aCSF mm Ouabain
© & 200+ ok
Eo
Ec
g ==
£ 1004 — I
0-

Sedentary Training



Figure 3. Effect of ouabain injection (10 M, i.c.v) and seven week vertical ladder training on Immunoreactivity
of Na*,K*-ATPase (A), p-Ser®® Na*, K*-ATPase (B), p-Ser®® Na*,K*-ATPase / Na*,K*-ATPase (C), GSK-3B (D),
Akt (E), p-Ser*® Akt (F), p-Ser*”® Akt / Akt (G), and mTOR (H) in rat hippocampal homogenates. Data are
expressed in mean + SEM. Statistical analysis was performed using two-way ANOVA, followed by Tukey post-
hoc test. * indicates p < 0.05, and ** indicates p < 0.01.

3.3 Discussion

In the present study we showed the intracerebroventricular administration of ouabain
did not induce hyperlocomotion in the test open field, both crossing and rearing. His results
contradict our expectations which were of a state of mania as can be seen in VALVASSORI et
al., 2019. This could be due to the fact that the administration of ouabain did not reach the
expected place (left/right ventricle), where the administration of ouabain, the concentration may
have decreased due to some factors and methodological possibilities, such as: poor orientation
of the cannula, the cannula may have been implanted and then changed places due to the action
of the rats and lack of anchorage. Another possibility of reducing the administration of ouabain
may have to do with the obstruction of the cannula, so the liquid would not have reached

enough.

With all, we can see that this volume of ouabain, instead of causing manic symptoms,
could have caused hypomanic and even depressive symptoms in rats. According to Kim, S, et.
al., (2008), who made an ouabain administration curve with different volumes, the 10 *
administration volume group had a marked decrease in activity compared to the control. Based
on this work, we can justify the results of our study where the decrease in the behavioral activity
of the rats can be justified by the fact that the administration of ouabain through the
cerebroventricular injection has its volume decreased and thus causing the symptoms of

hypomania and depression.

Our results also showed that seven week vertical ladder training increased the numbers
of crossings e rearings to ouabain+exercise compared to ouabain only group. This means that
anaerobic exercise was able to reverse the symptoms of depression caused by the lower
concentration of administered ouabain. Results that we can see in different researches about
exercise and bipolar and unipolar depression (Zhao J-L.,2020). Luttenberger et al (2015),
showed that a daily climbing exercise (bouldering) can decrease symptoms of depression by

improving behavior and emotional learning. Oertel-Knochel et al. (2014) performed a 45 min



aerobic training, 3 times a week for 4 weeks and found a significant improvement in depressive

behavior.

The practice of physical exercise initiates an insulin-like signaling pathway called IGF-
1/PI3K/Akt/mTOR, this pathway can play very important roles, especially when we focus on
the end of its pathway, where Mtor phosphorylation occurs. (BODINE, SUE C. et al., 2006).
This occasion makes Mtor a possible mediator of the beneficial effects of physical exercise on
cognitive and antidepressant parameters (Lloyd, Brian A, et al., 2017). In our work, we can
observe that physical exercise for seven weeks on vertical stairs increased the mTOR content
in the hippocampus of rats, in line with the literature cited above, and possibly collaborated as

a beneficial mediator of cognitive parameters providing the antidepressant effect that we found.

Studies show that symptoms of the manic phase of bipolar disorder are linked to GSK-
3B phosphorylation and that it is at elevated levels when the manic phase of the disorder occurs
(Dal-Pont et al., 2018). Other studies have shown that Lithium, a drug already well described
as a mood stabilizer used in patients with bipolar disorder, has a GSK-3p inhibitory function,
giving more evidence that it has a wide interaction with the disorder (Beurel, E, et al., 2015).
In our study we did not find any significant difference in GSK-3p content. This fact can be
explained by the fact that we were not able to mimic the manic state of the disorder as described

above.

Studies show that the symptoms of the manic phase of bipolar disorder are linked to
GSK-3p phosphorylation and that it is at elevated levels when the manic phase of the disorder
occurs (Dal-Pont et al., 2018). Other studies have shown that lithium, a drug already well
described as a mood stabilizer used in patients with bipolar disorder, has a GSK-3p inhibitory
function, providing further evidence that it has a broad interaction with the disorder (Beurel, E,
etal ., 2015). In our study, we did not find any significant difference in GSK-3p content. This
fact can be explained by the fact that we were not able to mimic the manic state of the disorder

described above.

Na*,K*-ATPase plays a fundamental role in the treatment of the manic phase of bipolar
disorder, since symptomatic patients present ionic dysregulation caused by the decrease in
Na*,K*-ATPase activity (JOHNSTON et al., 1980). Our results showed that there was no
significant decrease in Na",K*™-ATPase activity in the ouabain group, contrary to what was
predicted in our protocol and in other studies (EI-Mallakh, et al., 2003). This decrease in Na*,
K*-ATPase activity is crucial, as it corroborates the theory of the pathophysiology of the manic
phase of bipolar disorder (EL-MALLAKH; WYATT, 1995; LOONEY; EI-MALLAKH, 1997).



On the other hand, in our work there was an increase in the immunoreactivity, proving that
physical exercise can increase the activity of the Na*, K*-ATPase enzyme, which would be of
great importance for reducing symptoms if there was an environment of bipolar mania and thus
potentiating the neuroprotective effects of exercise, as already described by Lima, F, et al.
(2009).

Physical exercise has the function of signaling the activation of the IGF-
1/PI3K/Akt/mTOR pathway. Akt (PKB) is a protein that is part of this insulin-like pathway
(BODINE, SUE C. et al., 2006). In our results we saw that the physical exercise of seven weeks
of training on the vertical ladder were able to increase the immunoreactivity of Akt. Results
that may be beneficial for the treatment of bipolar disorder, since Akt, after being
phosphorylated, has the function of phosphorylating GSK-3p, resulting in its inhibition (Weeks,
K. L,etal., 2017).

GSK-3p is the main target of our study, where it would be the main downstream of the
symptoms of the manic phase of bipolar disorder, where its activity is positively altered in
patients with the disorder; showing no significant difference as previously described. This can
be justified, as there was no success in mimicking the symptoms of bipolar disorder, everything
indicates that if there were success in mimicking the manic phase of bipolar disorder through
the administration of ouabain by the ICV, the results would be of great value for the expected
context where the trained subject would normalize the activities of Na*, K*™-ATPase and GSK-
3B, reducing and combating the symptoms of the manic phase of bipolar disorder. However,
we would have to do new research on the subject and try a new protocol to be really sure about
it.



4 CONSIDERACOES FINAIS

O modelo de mania induzido por ouabaina em ratos, ndo apresentou os efeitos
comportamentais e neuroquimicos semelhantes aos que sao identificados em pacientes na fase
maniaca do Transtorno Bipolar. Entretanto, apresentou efeitos hipomaniacos/depressivos.
Buscamos encontrar a causa do ocorrido, responsabilizamos o fato ocorrido, por uma
diminuicdo da dose de administracdo de Ouabaina, ou seja, um volume menor administrado.
As sete semanas de treinamento na escada vertical, foram capazes de proteger os animais contra
os déficits da situacdo de hipomania/depressdo, aumentando o conteldo de Akt,
consequentemente também aumentando o conteudo de mTOR e por fim normalizando
positivamente a atividade de Na",K*-ATPase, designada uma das chaves na fisiopatologia do

transtorno.
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