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Para Sonia e Athelson,
minha mae e meu marido,
meu sul e meu norte,

meus portos seguros onde quer que eu esteja



“O pensamento 16gico pode levar vocé de A a B, mas
a imaginacdo te leva a qualquer parte do Universo.”

Albert Einstein

«...E necessario, pois, a proposito disso, fazer uma das
coisas seguintes: ndo perder a ocasido de instruir-se, ou procurar
aprender por si mesmo, ou entdo, se ndo se for capaz nem de
uma nem de outra dessas agdes, ir buscar em nossas antigas
tradigdes humanas o que houver de melhor ¢ menos contestavel,
deixando-se assim levar como sobre uma jangada, na qual nos
arriscaremos a fazer a travessia da vida, uma vez que ndo a
podemos percorrer, com mais seguranga € com menos riscos,
sobre um transporte mais sélido: quero dizer, uma revelagdo
divina.”

Platdo
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RESUMO

Esta tese foi desenvolvida para investigar os mecanismos envolvidos nos efeitos
protetores do tratamento com litio sobre a memoria espacial de ratos submetidos a um modelo
de estresse cronico variado, bem como verificar os efeitos destes tratamentos em alguns
parametros relacionados com depressdo. Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus),
divididos em 4 grupos experimentais: controles, controles tratados com litio, estressados e
estressados tratados com litio. Observamos que em 21 dias de tratamentos com estresse e litio
ndo hé alteragdo na memoria espacial, e que aos 30 dias o tratamento com litio induz um
efeito facilitador sobre a memoria. A partir disso, os tratamentos tiveram duragdo de quarenta
dias, apds os quais as medidas comportamentais e bioquimicas foram desenvolvidas.
Observamos que o estresse diminui a atividade da enzima Na’, K'-ATPase em membranas
sindpticas hipocampais, e este efeito ¢ prevenido pelo tratamento com litio, bem como
revertido tanto pela interrup¢do do estresse quanto pelo tratamento pds-estresse com litio. A
interrupgdo do estresse por um periodo de trinta dias também reverte os seus efeitos sobre a
memoria, assim como o faz o tratamento pds-estresse com litio. Estes dados indicam que o
déficit cognitivo induzido pelo estresse cronico ¢ mediado por alteracdes plasticas, e a
similaridade temporal com os efeitos sobre a atividade da enzima Na', K"-ATPase sugere que
ela esteja envolvida no prejuizo observado na memoria espacial. Também avaliamos os
efeitos destes tratamentos sobre a transmissao glutamatérgica hipocampal, e observamos que
o0 estresse aumenta a liberacdo basal de glutamato e diminui a captacao deste neurotransmissor
por fatias hipocampais. Este efeito pode induzir excitotoxicidade glutamatérgica e colaborar
no agravamento de outros insultos, como o aumento na morte celular observado apds a
privacao de oxigénio e glicose. Por sua vez, o litio aumentou a captacao de glutamato por
sinaptossomas, o que pode ser uma ferramenta adicional na neuroprote¢do apods diversos tipos
de insulto. Também houve um aumento na liberagdo de glutamato apods estimulo, e este efeito
pode, por um lado, estar facilitando os mecanismos de plasticidade sindptica, por outro, ter
contribuido para o aumento na morte celular observado apds privagao de oxigénio e glicose.
Foram realizadas medidas de estresse oxidativo, onde o tratamento com litio induziu um
relativo efeito antioxidante, demonstrado pela diminuicdo na formagdo de espécies oxidantes
no hipocampo e pelo aumento da reatividade antioxidante total em hipocampo e hipotalamo,
bem como pelo aumento na atividade da superdéxido dismutase (SOD) e da glutationa

peroxidase (GPX) em hipotdlamo e hipocampo, respectivamente. Contudo, este efeito
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antioxidante ndo foi eficiente na prevencdo da peroxidagdo lipidica hipocampal provocada
pelo estresse, € o aumento desproporcional na atividade da SOD em animais estressados e
estressados + litio ¢ um possivel causador da peroxidacdo dos lipideos de membrana em
hipocampo. Os tratamentos com estresse e litio induziram aumento no consumo de alimentos
doces, sem, contudo, alterar o consumo de racdo padrao pelos animais. No entanto, somente
animais tratados com litio apresentaram aumento também no consumo de alimentos salgados,
e o aumento no consumo de doces por este grupo foi muito mais acentuado do que nos
animais estressados. Estes efeitos ndo parecem ser devidos a uma maior ansiedade, visto que
ndo houve efeito ansiogénico dos tratamentos no labirinto em cruz elevado. Animais
estressados ndo apresentaram a analgesia caracteristica apOs exposi¢ao a um sabor doce
agradavel (leite condensado) na medida de laténcia de retirada da cauda; contudo, mostraram
analgesia induzida por um sabor 4cido e desagradavel, o que caracteriza alguns dos efeitos
classicos da depressdo. Ja animais tratados com litio apresentaram analgesia tanto apds o
sabor agradavel quanto o aversivo, sugerindo uma maior sensibilidade a estimulos gustativos
nestes animais, € o litio preveniu a auséncia de analgesia induzida por doce em animais
estressados, o que pode ser tomado como um efeito antidepressivo deste tratamento. Por fim,
observamos uma diminuicdo na atividade dopaminérgica ventro-estriatal de animais
estressados, que pode estar envolvida na auséncia de comportamento apetitivo condicionado
por um estimulo palativel. Por outro lado, animais tratados com litio apresentaram um
aumento no tonus dopaminérgico, demonstrado pela aquisi¢do de comportamento apetitivo e
pela sensibilizagdo cruzada com dietilpropiona, sem, contudo, apresentarem alteragdo no
conteudo total de dopamina no ntcleo accumbens. Pode-se sugerir que o tratamento com litio
induza um aumento na liberag¢do fasica de dopamina ou alteracdo em seus receptores, € estes
efeitos podem estar envolvidos no aumentado interesse de animais tratados com litio por

alimentos novos.
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ABSTRACT

These studies were undertaken to investigate the mechanisms involved in the
protective effects of lithium treatment on spatial memory of rats submitted to chronic variate
stress paradigm, and to verify the effects of these treatments in some depression related
parameters. Adult male Wistar rats (Rattus norvegicus) were divided into 4 groups: control,
control treated with lithium, stressed and stressed treated with lithium. We observed that 21
days of stress and lithium treatments did not alter spatial memory, and that 30 days of lithium
treatment had a facilitative effect on memory. From these results on, all treatments lasted 40
days, and after that behavioral and biochemical measurements were performed. We observed
that stress decreases Na', K'-ATPase activity in hippocampal synaptic membranes and this
effect is prevented by lithium treatment, as well as it is reversed by stress interruption and
post-stress lithium treatment. Thirty days of stress interruption also reversed its effects on
spatial memory, as well as does a post-stress lithium treatment. These data suggest that the
cognitive deficit induced by chronic stress is mediated by plastic alterations, and the
parallelism between the effects on spatial memory and on Na', K'-ATPase activity suggests
that this enzyme may be involved in the spatial memory damage observed in stressed animals.
We also evaluated the effects of stress and lithium on hippocampal glutamatergic
transmission, and we observed that stress increases basal synaptosomal release and decreases
glutamate uptake in slices of hippocampus. These effects may favor glutamatergic
excitotoxicity and contribute to neuronal loss after other kinds of insults, as it was observed
after oxygen and glucose deprivation. Lithium increased synaptosomal glutamate uptake,
what can represent an additional tool in neuroprotection against several kinds of insults.
Lithium also increased stimulated glutamate release, what can be benefic for neuronal
plasticity but can also contribute to neuroendangerment after oxygen and glucose deprivation.
We performed some oxidative stress measurements, and lithium treatment induced an
antioxidant effect, evidenced by a decreased formation of oxidative agents in hippocampus
and an increased on total antioxidant reactivity in hippocampus and hypothalamus, as well as
an increased activity of superoxide dismuthase (SOD) and gluthathione peroxidase (GPx) in
hippocampus and hypothalamus, respectively. However, this antioxidant effect was not
enough to prevent the hippocampal lipid peroxidation induced by stress, and the
disproportional increase on SOD activity in stressed and stressed + lithium is a possible

mediator for the lipid peroxidation observed in this structure. Stress and lithium treatments

XiX



induced an increased consumption of sweet foods, not altering standard chow consumption.
However, just lithium-treated animals presented an increase in intake of savory foods, and
their intake of sweet foods was notably higher than in stressed animals. These effects do not
seem to be related to higher anxiety levels, since there was no anxiogenic effects of stress and
lithium in the Plus Maze test. Stressed animals did not present sweet-induced analgesia, as
evaluated by the tail-flick measurement, but they presented analgesia induced by an
unpleasant flavor, characterizing some effects observed in depression. Conversely, lithium-
treated animals presented analgesia after pleasant and unpleasant tastes, suggesting an
increased sensibility to gustative stimuli in these animals, and lithium prevented the absence
of sweet-induced analgesia observed in stressed animals, what can be taken as an
antidepressive effect of this treatment. Finally, we observed a decreased ventral-striatal
dopaminergic activity in stressed animals that can be involved in the absence of a palatable-
conditioned appetitive behavior. On the other hand, lithium-treated animals presented an
increased dopaminergic tonus, as showed by the acquired appetitive behavior and by the
cross-sensitization with diethylpropione, without presenting any alteration in the total amount
of dopamine in the nucleus accumbens. We can suggest that lithium treatment induces an
increase on phasic dopamine release or an alteration in its receptors, and these effects can be

involved in the increased interest of lithium-treated animals by new palatable foods.
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Introdugédo

Os seres vivos estdo constantemente em contato com situagdes que lhes exigem
adaptacdo fisica e/ou psicologica. Exemplos disso sdo as alteracdes climaticas, que exigem
um reequilibrio térmico do organismo, alteragdes no estado nutricional, que levam o
organismo a mobilizar-se para armazenar ou liberar energia, ou também, para seres que vivem
em comunidade, alteragdes sociais, que levam o individuo a necessidade de reestruturar-se
para se integrar melhor a sociedade. Tais alteragdes, por gerarem disturbios no complexo
equilibrio organico conhecido como “homeostase”, levam a ativagdo de forcas adaptativas,
que sdo cruciais para a sobrevivéncia do organismo e responsaveis por sua resisténcia as
alteracdes do meio ambiente. Segundo Chrousos & Gold (1995), organismos unicelulares
adaptam-se com mudangas apropriadas em sua bioquimica, organismos multicelulares
adaptam-se através de complexas mudangas neurais, metabolicas e celulares, e organismos
sociais, cuja sobrevivéncia depende da cooperagdo da comunidade, também desenvolvem
ligagdes sociais com esta comunidade, e a manutencdo destas ligagdes ¢ crucial para a
homeostase. Contudo, ndo s3o apenas eventos desagradaveis que desencadeiam uma resposta
adaptativa: sentimentos de exultagdo, excitagdo, provocam no organismo a mesma série de
reacdes, o que ¢ denominado por alguns autores como um “bom estresse” (McEwen, 2000a).

Em 1936, o cientista ¢ médico hungaro Hans Selye definiu o estresse como
“Sindrome da Adaptacdo Geral”, ou seja, a resposta adaptativa de um organismo a acdo de
agentes nocivos — os chamados agentes estressores. Ele postulou ainda que a resposta ao
estresse seria dividida em trés estagios: um primeiro de alarme, onde o agente estressor seria
notado, um segundo de resisténcia, no qual o organismo estaria combatendo o agente estressor
com sucesso, e, por fim, um estado de exaustdo, onde o organismo esgotaria sua capacidade
de resposta ao estresse, dai advindo os seus efeitos deletérios (Kopin, 1995). De fato, varias
alteragdes - ou transtornos - estdo associadas a hiperexposi¢do a agentes estressores, 0 que

denominamos estresse cronico (McEwen & Magarinos, 1997). Exemplos disso sdo disfungoes
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hormonais, que vao desde alteragdes no crescimento a problemas reprodutivos, hipertensao,
diabetes induzida por esteroides, etc. No entanto, sdo poucas as evidéncias que indiquem esta
“faléncia” apontada por Selye. O estresse cronico nao € patogénico em fungdo das falhas nas
defesas do organismo, mas em fun¢do das proprias defesas tornarem-se patogénicas
(Sapolsky, 1992). Para entender isto, contudo, ¢ necessario relembrar quais sistemas estdo

envolvidos na resposta ao estresse € 0s mecanismos pelos quais atuam sobre o organismo.

Neuroendocrinologia da resposta ao estresse

Frente ao estimulo estressante, as aferéncias sensoriais, oriundas do tronco cerebral e
de diversas regides da medula espinal, e/ou estimulos oriundos de estruturas prosencefalicas
(e.g., a recordacdo de um momento estressante, ou a antecipacdo de um evento de mesma
caracteristica), atingem a regido periventricular do hipotadlamo. Este estimula o sistema
simpatico, levando a liberagdo de catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) a partir dos
ganglios simpaticos ¢ da medula das glandulas adrenais, o que constitui uma resposta
imediata inicial ao estresse (Ursin & OIff, 1993; Bear et al., 1996; Tsigos & Chrousos, 2002).
Esta descarga catecolaminérgica tem como fung¢do principal a mobilizagdo de energia ¢ a
supressao de todos os sistemas ‘“desnecessarios” na situacdo de alarme, como digestdo,
crescimento, reprodugdo e imunidade (Sapolsky, 2000; Leonard & Song, 1996), ¢ ¢
responsavel pelos sintomas descritos por Walter Cannon no inicio do século passado, e que
foram imortalizadas pelo paradigma da “luta ou fuga”.

Historicamente, contudo, o sistema biologico que tem sido associado mais
diretamente a resposta ao estresse em mamiferos ¢ o eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal
(HHA), que possui componentes tanto cerebrais quanto enddcrinos, constituindo, entdo, o

circuito neuroendocrino de resposta ao estresse (Herman et al., 1996; Fuchs et al., 2001).
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Diversas estruturas do prosencéfalo, incluindo o cortex pré-frontal, hipocampo, amigdala e
septo, juntamente com as fibras nervosas transportadoras dos estimulos sensoriais, langam
aferéncias mono e polissindpticas que convergem para o nucleo paraventricular hipotalamico
(NPV), o qual age como um integrador final da resposta ao estresse (Lopez et al., 1999;
Tsigos & Chrousos, 2002). Estas células expressam importantes peptideos, como arginina-
vasopressina, ocitocina e, neste caso especialmente, o hormonio liberador da corticotrofina
(CRH, do inglés corticotrophin releasing hormone) (Stratakis & Chrousos, 1995; Tsigos &
Chrousos, 2002), que sdo liberados em resposta a estressores fisiologicos e psicologicos. Os
axonios destes neurdnios projetam-se para a zona externa da eminéncia média do hipotalamo,
o que leva a liberacdo dos peptideos no sistema porta - uma estrutura vascular especializada
que liga o sistema nervoso central (SNC) a por¢do anterior da glandula hipofise (Hayden-
Hixson & Nemeroff, 1993). Isto resulta na sintese e liberacao hipofisaria de diversos outros
peptideos derivados de um precursor comum: a pro-opiomelanocortina. Entre estes peptideos
estdo incluidos o opidide enddégeno B-endorfina e o hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH)
(Akil & Morano, 1995), o qual, ao ser langado na circulacdo sistémica, ¢ carregado até as
glandulas adrenais, onde ativa a producdo e liberacdo de glicocorticoides pelo cortex das
mesmas (Lupien & Meaney, 1998). Estes hormoénios exercem seus efeitos sobre varios
tecidos, e sua acdo estd relacionada em grande parte a interagdo com receptores
citosolicos, regulando eventos gendmicos ¢ alterando a transcri¢do de determinados genes
(Sapolsky, 1992; Korte et al., 2005).

O nome “glicocorticoide” ¢ devido a habilidade destes hormdnios em promover a
conversao de proteinas a fontes de carboidratos prontamente utilizdveis pelo organismo
(McEwen, 2000a). Sao, portanto, hormonios hiperglicemiantes, ¢ participam da regulagdo
energética e da atividade metabolica corporea estimulando a ingestao de alimentos e inibindo

o armazenamento periférico de energia (Strack et al., 1995; Korte et al., 2005). Estes
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hormonios sdo liberados no organismo em ciclos alternados, obedecendo ao ritmo circadiano,
e encontrando-se aumentados nos momentos que precedem o despertar, o que estimula o
comportamento exploratorio e a busca por comida.

Parece claro que a ativagdo do eixo HHA, e conseqiiente liberacio de
glicocorticdides, ¢ adaptativa e essencial para a sobrevivéncia imediata do organismo quando
em resposta a estimulos agudos. Contudo, a hiperativagdo deste sistema pode levar a
alteracdes consideradas patoldgicas, ou resultantes de uma adaptacdo inadequada, gerando a

situacdo deletéria denominada estresse cronico.

Estresse Cronico e Neurotoxicidade

A regulacdo das acdes do eixo HHA ¢ feita, em grande parte, por retroalimentacao
(“feed-back™) dos glicocorticoides sobre componentes do SNC, de modo que sua atividade ¢
aumentada ou diminuida de acordo com as necessidades fisiologicas (Marti et al., 1999).
Viarias estruturas cerebrais estdo envolvidas nos processos de retroalimentagdo, dentre as
quais se incluem os proprios componentes do eixo HHA, a amigdala, o coértex cerebral pré-
frontal ¢ o hipocampo (Campeau et al., 1998), sendo esta ultima estrutura uma das mais
fortemente relacionadas a regulagcdo do eixo, devido a sua alta concentragdo de receptores
glicocorticoides. Lesdes no hipocampo estdo relacionadas ao desligamento defeituoso da
resposta ao estresse e ao aumento do CRH e da vasopressina, com conseqiiente hipersecregao
de glicocorticoides. Por outro lado, a exposi¢ao prolongada a altos niveis de glicocorticoides
lesa os neurdnios hipocampais, reduzindo de modo permanente a sensibilidade a retroacao e
perpetuando o excesso de glicocorticdides e suas repercussdes sobre o hipocampo (Halbe et

al., 1996).
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Diversos dados da literatura vém apontando os efeitos neurotoxicos da exposi¢ao
prolongada a glicocorticoides. De todas as estruturas cerebrais, parecem ser as camadas de
células piramidais das regidoes CA3 e CA4 do hipocampo as mais sensiveis a injurias
mediadas por glicocorticoides (McEwen, 1999; McKittrick, 2000). Estas injurias podem se
manifestar em diversos niveis, que incluem desde atrofia dendritica e retracdo celular até
morte neuronal (Watanabe et al., 1992; Sapolsky, 2000). Evidentemente, o nivel da lesdo
provocada ¢ dependente da intensidade e dura¢dao da exposi¢do aos glicocorticoides, € aqui é
importante ressaltar que as quantidades destes hormonios liberadas durante situacdes de
estresse cronico sao suficientes para causar atrofia dendritica e perda celular (McEwen et al.,
1999; McKittrick, 2000; Sapolsky, 2000). Este tipo de dano as células hipocampais também ¢é
observado em humanos: diversos estudos constataram que o hipocampo sofre atrofia apos
situacdes como estresse traumatico, depressao recorrente e sindrome de Cushing, patologias
estas que apresentam como caracteristica comum um aumento da atividade do eixo HHA
(Magarinos et al., 1997). Individuos idosos também apresentam uma aumentada atividade do
eixo HHA, o que pode provocar atrofia de neuronios hipocampais, e nesta linha de raciocinio
foram desenvolvidos trabalhos com ratos velhos, demonstrando uma resposta exacerbada a
situacdes de estresse agudo, justamente pela impossibilidade do hipocampo em ativar os
processos de retroagdo negativa (Sapolsky, 1983; Smith, 1995).

Embora o dano celular nas regidoes CAl e Giro Denteado (GD) do hipocampo,
mediado por altos niveis de glicocorticoides (GCs), ndo seja tdo evidenciado quanto na regido
CA3, estes hormoénios tém a propriedade de aumentar a vulnerabilidade destas estruturas
frente a insultos induzidos por outros agentes lesivos (Stein-Behrens et al., 1992, 1994a e
1994b), ou também inibir o funcionamento normal dos neurénios destas regides. Exemplos
disso s3o a potencializagdo dos danos provocados na regido CA1 por processos isquémicos

(Adachi et al., 2001; DeVries et al., 2001) ¢ o aumento da vulnerabilidade destas células
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frente a insultos induzidos por drogas convulsivantes, como o acido cainico (Smith-Swintosky
et al., 1996; Sapolsky 2000).

Os mecanismos pelos quais os GCs prejudicam as células nervosas sdo constante
fonte de estudos, ja tendo sido apontados diversos fatores que podem estar envolvidos nos
processos de lesdo. Sao eles:

a) Deplecao Energética e Diminui¢do da Captagao de Glicose

Este efeito faz parte das alteragdes cldssicas do organismo em resposta ao estresse,
i.e., a inibicdo da utiliza¢do de glicose por sistemas “desnecessarios” na resposta de alarme.
De fato, os glicocorticéides inibem em torno de 75% o transporte de glicose em células do
sistema imunologico, de fibroblastos e adipdcitos (Munck, 1971 apud Sapolsky,1998). Estes
efeitos parecem ser dependentes de sintese protéica (Giaume et al., 1995): em poucos minutos
0os GCs estimulam a sintese de uma proteina seqiiestradora de transportadores de glicose,
carreando-os para sitios intracelulares ou redistribuindo-os para locais outros que nao os seus
sitios ativos; além disso, em questdo de horas ou dias, os GCs inibem a transcri¢do dos genes
para os transportadores de glicose, ou desestabilizam os niveis de ARNm para estes
transportadores. Isto resulta, enfim, num decréscimo no transporte de glicose para o meio
intracelular.

Nos ultimos tempos, tém-se evidenciado estes mesmos efeitos inibitdrios em
estruturas do SNC, especialmente no hipocampo. Estudos indicam a possivel atuacdo dos GCs
via eventos gendomicos lentos, uma vez que os insultos ndo sdo aparentes apos exposi¢ao de
culturas celulares a periodos de poucos minutos (Xavier, 1995; Chipkin, 1998; Sapolsky,
1998). Comparando, contudo, com os tecidos periféricos, este efeito ¢ bem mais reduzido,
localizando-se na faixa dos 25% (Sapolsky, 1992). Esta reducao por si s6 nao ¢ suficiente para
provocar perda celular, mas ¢ capaz de exacerbar as lesdes induzidas por outros insultos, bem

como prejudicar mecanismos de plasticidade sindptica.
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b) Toxicidade Glutamatérgica e Acimulo de Calcio

O glutamato, que ¢ um dos aminoacidos protéicos, ¢ também o principal
neurotransmissor excitatorio do SNC, perfazendo cerca de 60% do total de sinapses nele
existentes. Altas concentragdes de glutamato, contudo, podem ser deletérias as células
nervosas, por provocar a denominada excitotoxicidade glutamatérgica, ou seja, uma situacao
de hiperestimulacdo destas células. Para evitar esta excitotoxicidade, existe um fino equilibrio
entre a liberagdo e a recaptacdo de glutamato: ele ¢ liberado na fenda sindptica mediante
estimulo, e rapidamente recaptado, a maior parte pelos astrocitos adjacentes, via co-transporte
com sodio, por transportadores acoplados a atividade de uma bomba sodio-potassio-ATPase
(Na+/K+-ATPase) (Smith et al., 1995; Anderson & Swanson, 2000). E légico, portanto, que
ha a necessidade de uma alta concentracdo de sddio extracelular como coadjuvante para este
co-transporte, 0 que nao ocorre num periodo pods-excitatdrio extenso, em que o influxo
neuronal de sodio ¢ elevado (Sapolsky, 2000). Justamente neste ponto a acdo dos GCs pode
ser deletéria: ao diminuir a captagdo de glicose, diminui a fonte de substrato energético para o
funcionamento das Na+/K+-ATPases, o que tende a diminuir a captagdo de glutamato
(Reagan & McEwen, 1997). Somando-se a isto, em situa¢des de deplecio energética severa, a
despolarizagdo da membrana neuronal leva a uma maior concentragdo de sddio intracelular, e
conseqiiente efeito reverso da bomba: ndo s6 havera falha na remog¢ao do glutamato, como
também aumento no efluxo das reservas citosolicas deste neurotransmissor (Rossi et al.,
2000).

A elevacdo nos niveis de glutamato induz efeitos neurotoxicos basicamente pelo
aumento dos niveis de calcio intracelular, o que ocorre em parte pela ligagdo aos receptores
ionotrdépicos (i.e., receptor N-metil-D-aspartato — NMDA, e receptor a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazolropionato — AMPA), permitindo a entrada de célcio. O aumento exacerbado

nos niveis intracelulares de célcio desencadeia uma série de reagdes que poderdo levar a
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danos ou mesmo morte neuronal. Um exemplo disso ¢ a génese de radicais livres mediada por
calcio, o que ¢ evidenciado pela indugdo de sintese de o6xido nitrico, geragdo de xantina
oxidase, ativagdo de fosfolipases que liberam acido araquidonico das membranas e prejuizo
da atividade mitocondrial (Sapolsky, 2000). Outro mecanismo pelo qual o calcio pode ser
lesivo ¢ através da ativacdo de proteases como a calpaina, responsavel pela destruigdo da
proteina espectrina, uma das proteinas componentes do citoesqueleto (Vanderklish & Bahr,
2000). A atuagdo destas proteases pode ser um dos fatores responsaveis pela atrofia dendritica
observada frente a situa¢des de estresse (Rajkowska, 2000; Souza et al., 2000; McEwen,
2000b).

Resumindo: o estresse estimula a liberacdo de glicocorticdides, que por sua vez
inibem a captacdo de glicose em tecidos periféricos ¢ no SNC. A diminui¢do de glicose,
principal substrato energético para o funcionamento cerebral, leva a uma diminuicdo da
atividade das ATPases existentes no sistema nervoso. Um grupo destas ATPases esta
associado a transportadores de glutamato — logo, sem combustivel para seu funcionamento,
haverda um acumulo de glutamato nas fendas sinapticas, o que implica também em aumento
das concentragdes de calcio intracelular, tanto pela ativagdo de receptores glutamatérgicos
ionotropicos quanto pela mobilizacdo das reservas intracelulares de célcio.

Contudo, conforme citado anteriormente, apenas a diminui¢do na captacao de glicose
mediada pela hiperexposicdo a situagdes de estresse ndo seria suficientemente potente para
provocar perda celular. Além disso, ha situacdes em que a simples administracao de GCs nao
¢ suficiente para mimetizar os efeitos do estresse cronico, o que indica que fatores encefalicos
adicionais devem estar envolvidos nas altera¢des observadas apds a exposicdo ao estresse
(Smith, 1996; Sapolsky, 1998). Estudos correntes t€ém demonstrado que existem outros
mecanismos envolvidos na a¢ao deletéria do estresse cronico, como a diminui¢do nas defesas

contra insultos neurologicos.
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¢) Diminui¢do das Defesas Neuronais

Diversos estudos tém relatado que o estresse cronico induz uma diminui¢do em
diversos tipos de defesas neuronais. Como exemplo disso pode-se citar a marcante diminui¢ao
de enzimas antioxidantes, e.g. diminui¢ao da atividade das enzimas Cu/Zn-superdxido
dismutase e glutationa peroxidase (McIntosh & Sapolsky, 1996; Mclntosh et al., 1998),
provocada pela exposi¢do a niveis suprafisiologicos de GCs. Outro exemplo ¢ a diminuigdo
na mobilizacdo extracelular do acido gama-aminobutirico (GABA, do inglés gamma-
aminobutyric acid) e da adenosina durante insultos (Ravindran et al.. 1994 APUD Sapolsky,
1998), bem como a reducdo do potencial inibitério pds-sindptico gabaérgico, que funciona
como uma resposta protetora aos insultos glutamatérgicos (McEwen, 2000b). Além disso, o
estresse parece induzir alteragdes na sintese e eficacia de proteinas de choque térmico, como a
hsp72 (hsp, do inglés Heat Shock Protein), cuja expressao ¢ neuroprotetora em uma variedade
de insultos (Sapolsky, 2000), e a hsp 27, que parece ser diferentemente modulada por
situacdes de estresse agudo e estresse cronico (Barr & Dokas, 1999).

Os dados até aqui mencionados sugerem um efeito lesivo do estresse sobre diferentes
estruturas cerebrais, especialmente estruturas do sistema limbico ou a ele relacionadas.

Esses efeitos deletérios do estresse também se manifestam em tarefas
comportamentais: exposi¢ao de ratos adultos e primatas a elevadas concentragoes de GCs, tais
quais as observadas em situacdes de estresse cronico, resulta em danos cognitivos em diversas
tarefas cujo desempenho esta relacionado a fungdo hipocampal, tais como exposi¢do ao
labirinto aquatico (Bodnoff et al., 1995), ao labirinto radial de oito bragos (Luine et al., 1993;
Nishimura et al., 1999), ao labirinto em Y (Conrad et al., 1996), ¢ ao labirinto de Barnes
(McLay et al., 1998).

Além dos efeitos cognitivos citados acima, diversos estudos t€ém demonstrado um

efeito ansiogénico do estresse na tarefa do labirinto em cruz elevado (File, 1996; Zurita et al.,
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2000; Padovan et al., 2000), o que é evidenciado por um comportamento de “congelamento” e
diminui¢ao do nimero de entradas nos bragos abertos. Paralelamente, a atividade exploratéria
na tarefa de exposi¢do ao campo aberto também encontra-se alterada em animais

cronicamente estressados (D’Aquila et al., 2000).

Estresse e Depressao

A depressao ¢ uma desordem que chega a atingir um percentual de 5% da populagdo,
e pode ser classificada em dois tipos basicos: a depressdo maior, ou unipolar, que ¢
caracterizada pela anedonia e estado de constante melancolia do paciente, e o transtorno
maniaco-depressivo, ou transtorno de humor bipolar, que intercala os periodos depressivos
com surtos de mania, i.e., elevacdo do humor, irritabilidade, inquietagdo, etc. Cerca de 25%
dos pacientes depressivos sofrem também de acessos de mania (Kandel, 1991).

A patofisiologia destes transtornos tem sido bastante estudada, ¢ a exposi¢do ao
estresse ¢ demonstrada como um importante fator envolvido na génese e sustentacdo de
estados depressivos. Nao obstante, a relacdo entre os efeitos do estresse e da depressdo ¢
muito mais proxima. Sabe-se, por exemplo, que em grande parte dos pacientes deprimidos
existe uma hiperatividade do eixo HHA e conseqiiente hipersecre¢do de CRH e cortisol
(Hatzinger, 2000; Parker et al., 2003), tal qual em situagdes de estresse. Refor¢cando esta
idéia, 50% das pessoas que sofrem de sindrome de Cushing, a qual apresenta
hipercortisolemia como caracteristica marcante, sofrem de depressdo, o que também ocorre
com mais de 75% das pessoas submetidas a tratamento cronico com corticoides. Esses dados
estabelecem uma forte relagdo entre a depressdo e os niveis de glicocorticoides circulantes. E,
concordando com isto, observa-se também nestas patologias uma acentuada atrofia dendritica,

especialmente nos neurdnios piramidais apicais da regido CA3 do hipocampo (Duman et al.,
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1997, 1999, 2000; Sapolsky, 2000), semelhante a observada em situagdes de estresse. Além
da atrofia dendritica, estudos post-mortem em pacientes com transtornos de humor revelaram
densidade alterada de células gliais e neuronais, bem como altera¢des no volume de estruturas
como hipocampo e cortex pré-frontal (Rajkowska, 2000; Cotter et al., 2001).

Existem ainda outras semelhangas entre a patogenia da depressdo e do estresse
cronico. Exemplos importantes sdo as alteragcdes nos sistemas neurotransmissores. De fato,
outros sistemas neurotransmissores, além do glutamatérgico, encontram-se alterados apos
situacdes de estresse. O sistema serotoninérgico, por exemplo, encontra-se prejudicado em
tais situagdes: experimentos in vitro e in vivo demonstraram que os glicocorticdides tém a
propriedade de diminuir a expressdo dos receptores SHT1A pos-sinapticos, que sdo de
especial interesse por estarem envolvidos em estados de ansiedade e depressao, em estruturas
como hipocampo e cortex cerebral (Fliigge, 1995; Nishi & Azmitia, 1996; Meijer et al., 1997;
Carrasco & Van de Kar, 2003). Estes experimentos demonstraram ainda que os efeitos
encontrados devem-se, aparentemente, a estimulagdo dos receptores mineralocorticoéides, uma
vez que se ddo sob concentragdes basais de hormdnios glicocorticoides (Meijer et al., 1997).

Além destes, outros estudos indicam uma relagdo entre serotonina e os danos
observados no hipocampo de animais cronicamente estressados, uma vez que o tratamento
com tianeptina — uma droga estimuladora da captagdo de serotonina — inibe a atrofia
dendritica da regido CA3 (McEwen et al., 1997). Postula-se ainda que a serotonina atue
sinergicamente com o glutamato, interagindo pré- ou pds-sinapticamente com o glutamato
liberado pelo estresse ou pelos glicocorticoides, potencializando a ligagdo aos receptores
NMDA, bem como sua atividade (McEwen, 2000a). Curiosamente, a serotonina, juntamente
com a noradrenalina, é o neurotransmissor mais fortemente relacionado a depressao, tanto que
muitas drogas utilizadas como tratamento para esta patologia modulam a atividade

serotoninérgica. Além disso, o aumento da fun¢ao serotoninérgica dos receptores SHT1A pos-
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sinapticos parece ser requerido para a atividade da terapia antidepressiva (Duman et al., 1999,
2000).

Assim como se fez necessario para o estudo de outras patologias, foram
desenvolvidos diversos modelos animais de depressdo, que buscam mimetizar em animais
similaridades nas respostas farmacoldgicas (i.e. validade preditiva) e comportamentais, ou
sintomaticas (i.e. validade de face) observadas em pacientes deprimidos. Dentre os modelos
de depressao existentes destaca-se o modelo de estresse cronico moderado como o que possui

maior validade de face, preditiva e construtiva.

Paradigma de Estresse Crénico Moderado

O modelo de estresse cronico moderado (do inglés, chronic mild stress) foi
desenhado a partir das observacdes de Katz (1982), nas quais, quando expostos durante um
periodo prolongado de tempo a uma variedade de estressores relativamente graves, ratos
reduziam seu consumo de solucdes doces, o que foi sugerido como uma diminui¢do do
impacto hedonico dessas solugdes para os animais. Posteriormente, um pesquisador chamado
Paul Willner prop6s o modelo de estresse cronico moderado, diferindo do modelo de Katz
pelo fato dos estressores utilizados serem mais amenos, objetivando, assim, proporcionar uma
simulagdo mais realista dos estressores da vida diaria (Willner, 2005). Esse modelo propde
que a exposi¢do de ratos ou camundongos a uma variedade de estressores amenos, como
periodos de restricdo de agua ou comida, alteragcdes na temperatura ambiente, iluminagdo
ambiente continua, inclinacdo das caixas-moradia, mudangas nos companheiros de caixa,
dentre outros estressores considerados “indcuos”, induz uma diminui¢ao na responsividade a
recompensas, tais como diminui¢do no consumo ou preferéncia por solu¢des de sacarose,

assim como diminui¢do nas propriedades “recompensadoras” de uma variedade de reforgos
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naturais ou farmacologicos no paradigma de preferéncia de lugar condicionada (Muscat et al.,
1992; Papp et al., 1991, 1993; Bekris et al., 2005). Somando-se a isto, outra caracteristica
importante desse modelo de estresse e depressdo € o fato de que os comportamentos afetados
(i.e. diminui¢do do consumo de solu¢des de sacarose ou incapacidade de aquisicdo de
comportamentos motivados por alimentos palataveis, e.g. Gambarana et al., 2003; Pijlman et
al., 2003) sao restaurados por farmacos utilizados na terapia antidepressiva, mas nio por
outras classes de medicamentos (Bekris et al., 2005, Willner, 2005).

Dentre os circuitos neurais envolvidos na resposta tanto ao estresse quanto a
farmacos antidepressivos, o sistema dopaminérgico mesolimbico tem sido foco de muitos
estudos (Cabib & Puglisi-Allegra, 1996; Di Chiara et al., 1999), e é de particular interesse
devido a seu envolvimento em comportamentos relacionados a recompensa (D’Aquila et al.,
2000). A dopamina desempenha um importante papel na modul¢dao de varias manifestagdes
comportamentais, como movimento, motivacdo e recompensa, ¢ ¢ bem estabelecido que
quase todas as drogas de abuso, assim como as recompensas naturais (tais como alimentos ou
solugdes palataveis) induzem ativagdo do sistema dopaminérgico (Berridge and Robinson,
1998; Nestler, 2002; Robinson and Berridge, 2000; Schultz, 2002; Wise, 2002).

A observacao de que a dopamina ¢ liberada no estriado ventral em resposta a
recompensas naturais, bem como a drogas de abuso (Hajnal and Norgreen, 2001, 2002;
Hernandez and Hoebel, 1988), corrobora com a hipotese de que a dopamina é uma mediadora
da experiéncia prazerosa — ou hedonica — relacionada a recompensa (Wise, 1994). Consistente
com isso, estudos demonstraram que ratos submetidos a um modelo de estresse cronico
moderado apresentam diminui¢do na liberagdo basal de dopamina (Gambarana et al., 2003),
assim como uma diminui¢do na resposta dopaminérgica apos consumo de um alimento
palatavel no cortex pré-frontal e no nucleo accumbens. Isto sugere que esse modelo de

estresse afeta tanto a liberacdo fasica quanto tonica de dopamina (Di Chiara & Tanda, 1997),
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efeito este que possivelmente estd envolvido na anedonia observada em animais (Willner,

2005) e em pacientes deprimidos (Di Chiara et al., 1999).

O litio (Lit) foi introduzido na terapéutica por Alexander Ure por volta de 1840,
primeiramente para o tratamento da gota, que ele acreditava estar relacionada aos sintomas
afetivos de mania e depressdo. Foi somente em 1880, com os estudos de dois médicos
americanos chamados John Aulde e Carl Lange, que o Li+ passou a ser utilizado para o
tratamento da depressdo, independentemente da gota. Contudo, apos alguns anos de uso
indiscriminado em tonicos ou mesmo como substituto do sal, o conseqiiente alto indice de
toxicidade fez com que este sal entrasse em desuso (Lenox et al., 1998).

Em 1949, John Cade, um psiquiatra australiano, publicou um estudo sobre o efeito do
Li+ no tratamento da fase maniaca do transtorno de humor bipolar (THB), o que abriu
novamente as portas da terapéutica para este sal. Em 1952, Mogens Schou reinvestigou a acao
do Lit+, comprovando a eficiéncia do mesmo para aplacar a agitagdo maniaca. O efeito
profilatico do Li+ sobre o THB foi descrito entre 1959-1960, simultdnea e
independentemente, por um psiquiatra inglés, G.P. Hartigan, e um psiquiatra dinamarqués,
P.C. Baastrup, e varios ensaios clinicos confirmaram a eficacia do Li+ em prevenir tanto os
episoddios de mania como os de depressdo no THB. A partir de 1969 (quando foi aprovado
para uso clinico nos EUA), o Li+ comecou a ser largamente utilizado no mundo inteiro para o
tratamento e profilaxia da PMD (Schou, 1980). Estima-se que cerca de 0,1% da populacao
mundial faga tratamento com Li+, que atualmente é também utilizado como adjuvante no
tratamento da depressdo maior, além de ser a droga de escolha para o tratamento do distirbio

bipolar (Manji et al., 1995; Schou et al.; 1998).
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Os mecanismos de a¢do deste cation monovalente sdo fontes de constantes estudos, o
que ¢ compreensivel: nos ultimos anos, tém sido descobertas muitas vias pelas quais se da a
sua acdo. Sabe-se, por exemplo, que o Li+ atua sobre a maioria dos mecanismos de
transdugdo de sinal (Manji et al., 1995, 2000a; Jope, 1999) dentre os quais pode-se dar uma
énfase especial ao ciclo do fosfatidilinositol: o Li+ inibe a reciclagem dos fosfatos de inositol
através da inibicdo da enzima inositol monofosfatase, o que tem como conseqiiéncia o
acumulo de diacilglicerol e inositol-trifosfato. Os niveis elevados de diacilglicerol, por sua
vez, levam a ativa¢do de proteinas cinases C (PKC), que sdo responsaveis por mediar as
alteracdes de longo prazo nas fungdes celulares, alterando inclusive a expressdo génica
(Berridge et al., 1989; Lenox et al., 1998; Shaldubina et al., 2001).

Outro possivel mecanismo de acdo do Li+ ¢ a modulacio de sistemas
neurotransmissores (Lenox et al., 1998). Exemplos disto s3o os efeitos inibitorios do Li+
sobre os auto-receptores serotoninérgicos pré-sinapticos, os quais t€ém como fun¢ao diminuir a
disponibilidade de serotonina por mecanismos de retroacdo negativa (Shaldubina et al., 2001).
Inibindo estes auto-receptores, haverda uma maior disponibilidade de serotonina, bem como
aumento das quantidades liberadas por impulso (Lenox et al., 1998), o que, postula-se, seja
responsavel pela sua eficacia em acelerar os efeitos da terapia antidepressiva em pacientes
com depressao maior.

Postula-se que o tratamento com litio corrige o desbalanco nos sistemas
neurotransmissores que contribuem para a patogenia de disturbios depressivos, e evidéncias
clinicas sugerem que este desbalanco se deve em parte a uma excessiva atividade
dopaminérgica ¢ reduzida atividade colinérgica (Basselin et al. 2005; Bymaster and Felder,
2002, Ichikawa et al., 2005). Paralelamente, foi observado que o Lit+ protege neurdnios

estriatais em um modelo de Parkinson, em que hd uma deple¢do de dopamina nos terminais
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nervosos (Youdim and Arraf, 2004), sugerindo que este sal atue na modulagao da atividade
dopaminérgica.

A atividade glutamatérgica também parece ser influenciada pelo tratamento com
litio. Por exemplo, estudos demonstraram que o litio administrado agudamente inibe a
captagdo de glutamato em terminais pré-sinapticos de cortex cerebral de camundongos, tendo
efeito contrario — i.e., estimulando a captacdo de glutamato — quando o tratamento ¢ aplicado
cronicamente (Dixon & Hokin, 1998). Por outro lado, Nonaka et al. (1998) demonstraram que
o tratamento com litio protege neurdnios de culturas cerebelares contra a excitotoxicidade
glutamatérgica, através da inibi¢do do influxo de célcio mediado por receptores NMDA, ao
passo que estudos mais recentes indicam que o litio modula a expressdo de subunidades do
receptor glutamatérgico do tipo AMPA (Du et al., 2004). Estes dados sugerem a modulagao
de receptores glutamatérgicos como outro possivel mecanismo de agdo deste sal.

Nos ultimos anos tem-se dado uma aten¢do especial aos possiveis efeitos
neuroprotetores do Li+ especialmente em funcdo da descoberta de seus efeitos reguladores
sobre proteinas pro- e anti-apoptoticas (Manji et al., 2000%). Estudos recentes tém
demonstrado que o tratamento cronico com Li+ provoca aumento nos niveis da proteina
citoprotetora bcl-2 em estruturas como hipocampo, cortex frontal e estriado (Chen et al.,
1999; Manji et al., 1999, 2000b; Chen & Chuang, 1999). Essa proteina expressa no sistema
nervoso de mamiferos localiza-se em diversas estruturas celulares, como a membrana
mitocondrial externa, o reticulo endoplasmatico e a membrana nuclear, o que lhe permite
atuar de maneira protetora nos mais diversos niveis, pela agdo antioxidante, inibicdo dos
efeitos da aglo das caspases, inibicdo da liberacdo de calcio e recaptacio do mesmo, etc.
Sabe-se que estas proteinas atuam inibindo tanto a morte celular apoptdtica quanto a necrose

celular, e estudos mais recentes apontam as bcl-2 como promotoras de regeneracao celular.
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Paralelamente, estudos tém demonstrado o efeito inibidor do tratamento com Li+
sobre a expressdo da proteina pro-apoptdtica pS3 em células granulares do cerebelo bem
como em células de neuroblastoma humano (Lu et al., 1999; Chen & Chuang, 1999). Além
disso, o Lit+ regula negativamente a expressdo e atividade da proteina glicogénio sintase
cinase-3 (GSK-3pB). A inibi¢do da atividade desta enzima pelo tratamento com litio pode se
dar tanto diretamente, através de fosforilagdo de seu sitio de magnésio, quanto indiretamente
pela ativagdo da via AKt/PKB, e estes efeitos parecem ser um dos alvos cruciais na terapia
com sais de litio. A GSK-3p estad diretamente relacionada a regulagdo dos niveis das proteinas
tau e [B-catenina fosforiladas, que estdo envolvidas, por exemplo, na neurodegeneracio
observada na doenga de Alzheimer, bem como na desestruturagao do citoesqueleto de células
nervosas mediante processos de lesdo que desencadeiam cascatas apoptoticas (Lovestone et
al., 1998; Manji et al., 1999; Muioz-Montano et al., 1999; Grimes & Jope, 2001; Mora et al.,
2001).

Acredita-se que a soma destes mecanismos seja responsavel pelos efeitos
neuroprotetores do Li+ em diferentes modelos de patologias do sistema nervoso, que tém sido
apontados por diversos estudos in vitro e in vivo. Nonaka e Chuang (1998) demonstraram o
efeito neuroprotetor do Li+ em ratos submetidos a isquemia cerebral focal, e este efeito
neuroprotetor sobre células submetidas a isquemia também foi demonstrado in vitro por
Cimarosti et al. (2001), através da utilizagdo de cultura organotipica hipocampal. Outros
estudos, realizados por Volonte et al. (1994), demonstraram que o tratamento de culturas
primarias de neuronios cerebelares e corticais com Li+ promove a sobrevivéncia de neurénios
GABA¢érgicos (¢ interessante aqui relembrar o prejuizo observado na neurotransmissiao
GABAérgica mediante estados depressivos, conforme mencionado anteriormente). Além
disso, o tratamento cronico de ratos com Li+ também tem a propriedade de aumentar a

expressao do fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF, o qual se encontra reduzido em
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situagoes de estresse e na depressao) em estruturas como o hipocampo e os cortices temporal
e frontal (Fukumoto et al., 2001).

Por fim, convém salientar que o efeito neuroprotetor do Li+ também ¢ observado em
cérebro de humanos in vivo: Moore et al., (2000b) demonstraram, por ressonancia magnética
tri-dimensional, que o tratamento de pacientes bipolares com Li+ aumenta o volume total da
massa cinzenta encefalica. Estes mesmos autores apontaram, por espectroscopia magnética
por ressonancia de prétons, que o tratamento com Li+ aumenta a concentragdo de N-acetil-
aspartato, um marcador de viabilidade e funcionamento neuronal, em diversas estruturas
cerebrais humanas (Moore et al., 2000a). Estes dados sdo de extrema importincia por

demonstrarem a aplicabilidade e os efeitos terapéuticos do Li+ na clinica.

Estresse X Litio

Em nosso laboratorio, foi estabelecido um modelo de estresse cronico variado (ECV,
Gamaro, 1998; Manoli et al., 2000) basecado em modelos pré-existentes de estresse e
depressdo (Willner et al.; 1987; Echandia et al., 1988; Konarska et al., 1990; Papp et al.,
1991; Willner & Muscat, 1991; Murua & Molina, 1992; Jordan et al., 1994; Gamaro et al.,
2003), que apresenta efeitos sobre diversos parametros bioquimicos € comportamentais. Por
exemplo, demonstraram-se alteragdes de comportamento alimentar, com diminui¢do da
ingestao de alimento doce por animais cronicamente estressados, ¢ alteracdes na nocicepgao,
em que os animais submetidos ao estresse cronico responderam com hiperalgesia (Gamaro et
al., 1998).

Este modelo de estresse serviu de base para o estabelecimento de um tratamento
conjunto com estresse cronico variavel (com algumas alteragdes em relacdo ao de Gamaro) e

litio: durante um periodo de 40 dias, animais foram submetidos aos dois tratamentos (para
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melhor compreensao do modelo de estresse, ver anexo 1 — cronograma basico do modelo de
estresse cronico variado), e ao final deste periodo, foram realizadas diferentes tarefas
comportamentais para avaliagdo de memoria, atividade locomotora e nocicep¢do. Dos
resultados obtidos, 0os que mais nos chamaram a atengdo foram os referentes ao labirinto
aquatico de Morris. Os efeitos lesivos do estresse sobre a memoria espacial, que tém sido
demonstrados por diversos autores (Bodnoff et al., 1995; Conrad et al., 1996; McLay et al.,
1998; Nishimura et al., 1999), também foram observados, sendo denotados pelo aumento da
laténcia para achar o local exato da plataforma, diminuicdo no numero de cruzamentos sobre
este local, e diminui¢do da razdo entre o tempo gasto no quadrante alvo e o tempo gasto no
quadrante oposto. Somando-se a estes resultados, foi observada a eficiéncia da administragao
cronica de litio na prevengdo dos efeitos do estresse, bem como aumento do niimero de
cruzamentos pelos animais tratados com este sal e nao submetidos ao estresse. Houve também
um efeito marginalmente significativo do litio sobre a laténcia para encontrar a plataforma, o
que poderia indicar que o tratamento com este sal possa ter um efeito facilitador sobre a
memoria (Vasconcellos et al., 2003)

Embora trabalhos anteriores tenham demonstrado uma diminui¢do da atividade
exploratdria em animais cronicamente estressados (Garcia-Marquez & Armario, 1987),
acreditamos que esta ndo tenha sido a causa dos resultados aqui citados, uma vez que o
desempenho dos animais no campo aberto, uma das outras tarefas avaliadas, foi semelhante
em todos os grupos. Além disso, os animais apresentaram desempenho adequado tanto nas
sessOes treino para a memoria de referéncia quanto na memoria de trabalho, o que ndo
ocorreria se houvesse um déficit motor.

Posteriormente, foram realizadas medidas de imunoconteido das proteinas neuro-

gliais beta-tubulina III e proteina glial fibrilar 4cida (GFAP) — a primeira especifica de
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neurdnios e a segunda especifica de astrocitos — em animais submetidos aos tratamentos com
estresse cronico variavel e litio.

A beta tubulina IIT ¢ uma das tubulinas mais especializadas, especificamente usada
para marcar neronios. Estas proteinas formam a estrutura do corpo celular de neurénios, bem
como dos seus dendritos, ¢ o aumento de sua expressdo estd relacionado com o
desenvolvimento e a regeneragdo celular, também podendo significar sobrevivéncia neuronal
(Kimonides et al., 1999), uma vez que seu imunocontetdo encontra-se diminuido ap6s alguns
processos de lesdo. Devido a especificidade destas proteinas como marcadoras neuronais,
alteracdes na quantidade das mesmas poderiam refletir plasticidade neural. Os dados que
obtivemos com a imunodeteccdo de beta-tubulina III ndo apontaram diferencas entre os
grupos nas regides analisadas, a excecdo do cortex, onde observamos uma diferenga restrita
ao hemisfério direito, com todos os grupos apresentando valores diminuidos quando
comparados aos controles.

Estudos de contagem de células realizados anteriormente, com animais submetidos
ao mesmo tratamento com Li+, mas por um periodo de 30 dias, demonstraram n3o haver
diferengas no nimero de neurdnios em cortex e hipocampo, quando avaliado pelas técnicas de
Nissl e Hematoxilina-Eosina (Gehlen, 2002). Estes resultados concordam com os encontrados
em nosso trabalho, uma vez que niveis inalterados de beta-tubulina poderiam ser interpretados
como resultantes de também inalteradas densidades neuronais. Deve-se ainda salientar que a
auséncia de mudangas no conteudo de beta-tubulina III nas estruturas analisadas ndo exclui a
possibilidade de alteragdes neuronais mais especificamente relacionadas com as sinapses
envolvidas nas respostas aos tratamentos com estresse e litio, o que impde a necessidade de
pesquisas mais aprofundadas para compreender os mecanismos de injuria (e recuperagao)

destes tratamentos.
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A GFAP, por sua vez, ¢ uma proteina marcadora de astrdcitos maduros e também da
reatividade astrocitaria, sugerindo-se que ela pode ser necessaria para a formagdo de
processos gliais estaveis em resposta a estimulos neuronais (Eddleston & Mucke, 1993).
Além disso, sabe-se que os astrocitos desempenham um importante papel na “reorganizacao e
plasticidade” morfolégica no encéfalo de ratos adultos, através de uma gliose reativa que
ocorre em resposta aos mais diversos insultos, como lesdes mecanicas, quimicas, ¢ alguns
modelos de isquemia, assim como processos fisiologicos, tais como a lactagdo e a exploracao
de ambientes ricos (Calvo et al., 1991; Norenberg, 1994; Louw et al., 1998). Trabalhos
anteriores demonstraram que o tratamento cronico com litio induz uma astrogliose reativa em
hipocampo de ratos (Rocha e Rodnight, 1994; Rocha et al., 1998), ¢ uma das hipdteses
iniciais de nosso trabalho era a de que o litio pudesse auxiliar nos processos cognitivos, bem
como prevenir os danos mediados pelo estresse, por induzir uma astrogliose benéfica no
hipocampo dos animais submetidos ao tratamento cronico, o que aumentaria a superficie de
contato entre as células gliais e os neurdnios, minimizando, assim, os postulados efeitos
neurotdxicos do excesso de glutamato presente em situagdes de estresse através do aumento
da captacdo glial deste neurotransmissor.

Os dados obtidos demonstraram diferentes tendéncias a aumento na GFAP
imunodetectavel em trés estruturas cerebrais: no cortex, este aumento foi induzido unicamente
pelo tratamento com litio. No giro denteado, por sua vez, houve uma tendéncia a aumento em
funcdo do estresse. Ja na amigdala, tanto o estresse quanto o litio influenciaram a expressao
desta proteina. Aparentemente, contudo, os efeitos do litio sobre a memoria espacial nao
foram mediados por astrogliose, uma vez que as estruturas cerebrais classicamente envolvidas
com o aprendizado (i.e., as regides do hipocampo) ndo apresentaram diferencas no
imunoconteudo de GFAP, podendo-se supor com isto que o efeito protetor do litio se dé por

outros mecanismos.
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Embora representando uma medida indireta do nimero de neuronios e células gliais,
os resultados obtidos com a avaliagdo das proteinas beta-tubulina III e GFAP permitiram
postular que os efeitos do tratamento com litio sobre a memoria espacial de animais
cronicamente estressados sejam mediados mais por alteragdes metabolicas e plasticas do que
propriamente por prevencao de perda neuronal ou alteracdo na densidade de astrécitos. Para
buscar uma melhor compreensao desta inferéncia, se tornou necessaria uma investigacao de
possiveis alteragdes no funcionamento de proteinas presentes no sistema nervoso,
relacionadas com os fendmenos abordados acima, bem como na atividade de diferentes
sistemas neurotransmissores, ¢ das implicagdes comportamentais mediadas por estas

alteragoes.
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Objetivos

Conforme ja mencionado, em trabalhos anteriores foi demonstrado que o tratamento
cronico com litio previne alguns dos efeitos comportamentais desencadeados pela exposi¢ao
ao estresse cronico variado (ECV) por um periodo de 40 dias, dentre os quais se destaca a
prevencao do déficit cognitivo avaliado no Labirinto Aquatico de Morris.

Na tentativa de elucidar alguns dos possiveis mecanismos envolvidos nestes efeitos,
o objetivo geral desta tese de doutorado foi avaliar os efeitos dos tratamentos com estresse e
litio sobre diferentes pardmetros neuroquimicos envolvidos em mecanismos cognitivos e/ou

em mecanismos de lesdo celular. Para tanto foram tragados os seguintes objetivos especificos:

1. Avaliar o efeito de periodos mais curtos de ECV (21 e 30 dias) sobre a memoria
espacial, bem como determinar a partir de que periodo de tratamento os efeitos
protetores do litio se manifestam;

2. Verificar o efeito do tratamento com litio sobre a memoria espacial de animais
cronicamente estressados apds a exposi¢ao ao estresse cronico;

3. Verificar a atividade da enzima Nat+-K+ ATPase em hipocampo de animais
submetidos aos tratamentos com estresse e litio, bem como apo6s a interrupgdo do
ECV, e em animais cujo tratamento com litio foi iniciado ap6s quarenta dias de
€Xposi¢ao ao estresse;

4. Estudar a atividade glutamatérgica em hipocampo de animais submetidos aos
tratamentos citados acima, através da avaliacdo da captagdo e liberagdo de glutamato
por sinaptossomas bem como a liberagao de glutamato por fatias de hipocampo;

5. Avaliar a vulnerabilidade celular de fatias de hipocampo de animais tratados com
estresse e litio quando estas sdo submetidas a privag¢ao de oxigénio e glicose;

6. Verificar o estresse oxidativo no cérebro dos animais submetidos aos tratamentos com

estresse e litio.
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Considerando ainda que o modelo de estresse em questdo ¢ também considerado um
modelo de depressdo, que o litio € um reconhecido agente auxiliar na terapia antidepressiva, e
que uma das caracteristicas marcantes da depressao ¢ anedonia, objetivamos também avaliar
os efeitos do ECV e do litio sobre a resposta hedonica dos animais a estimulos
reconhecidamente apetitivos, bem como indiretamente avaliar a atividade dopaminérgica em

animais submetidos a tais tratamentos. Assim sendo, também foram objetivos desta tese:

7. Avaliar o comportamento alimentar de animas submetidos aos tratamentos com
estresse e litio;

8. Avaliar a resposta nociceptiva dos animais submetidos aos tratamentos citados acima
quando expostos a sabores agradaveis e desagradaveis;

9. Avaliar o comportamento dos animais em tarefas que envolvem atividade
dopaminérgica, como condicionamento apetitivo e atividade motora induzida por
analogos a anfetamina, e avaliar o conteudo total de dopamina e de seus metabolitos

no nucleo accumbens de ratos estressados e tratados com litio.
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Trabalhos que compdem esta tese

Esta tese estda composta por seis artigos cientificos. Os trés primeiros estao
relacionados a investigacdo dos mecanismos através dos quais o tratamento com litio previne
os efeitos do estresse cronico variavel sobre a memoria espacial, e os demais artigos referem-
se ao estudo dos efeitos dos tratamentos com estresse e litio sobre o comportamento
alimentar, bem como uma possivel implicacdo de altera¢des no sistema dopaminérgico nestes
efeitos. Por fim, estdo expostos alguns resultados que ndo foram incluidos nos artigos
submetidos a publicacdo, referentes a avaliacdo da curva curso-temporal dos efeitos do
estresse cronico variavel e do litio sobre a memoria espacial avaliada no Labirinto Aquatico

de Morris.

No artigo 1, os objetivos foram 1) avaliar a atividade da enzima Na’, K'-ATPase em
hipocampo de animais estressados e tratados com litio, e 2) avaliar o efeito da interrupgdo do
estresse, bem como da administracdo de litio apds quarenta dias de estresse (periodo
necessario para que os déficits na memoria espacial se manifestem) sobre a memoria espacial
e sobre a atividade da Na', K'-ATPase no hipocampo. Foi observado que o estresse cronico
provoca uma diminui¢do na atividade desta enzima, a qual é prevenida pelo tratamento com
litio, embora o litio ndo induza per se alguma alteragdo na atividade enzimatica. Além disso,
tanto a interrup¢ao do estresse quanto o tratamento com litio apds os quarenta dias de estresse
revertem os déficits observados na memoria espacial, bem como restauram a atividade da
enzima Na', K'-ATPase a niveis normais. Com estes resultados, foi possivel inferir que os
efeitos do estresse cronico varidvel sobre a memoria sdo reversiveis, provavelmente oriundos
de alteracdes na plasticidade sindptica e ndo de perda neuronal, e que a modulagdo da
atividade da Na', K™-ATPase pode estar envolvida nos efeitos do tratamento com litio sobre a

memoria espacial de animais cronicamente estressados.
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O artigo 2 desta tese trata da investigagdo dos efeitos dos tratamentos cronicos com
estresse e litio sobre a atividade glutamatérgica hipocampal, avaliada pela captacdo e
liberagdo de glutamato por sinaptossomas, bem como pela captagdo de glutamato em fatias
hipocampais. Além disso, foi avaliada a vulnerabilidade celular de fatias hipocampais destes
mesmos animais a privagdo de oxigénio e glicose. O litio induziu um aumento na captagdo e
na libera¢do induzida de glutamato por sinaptossomas de hipocampo, efeito este que pode
estar envolvido com plasticidade sindptica, ao passo que o estresse provocou um aumento na
liberagdo basal deste neurotransmissor, bem como diminuiu a captagdo de glutamato por
fatias hipocampais. Adicionalmente, foi verificado que ambos os tratamentos aumentam a
vulnerabilidade celular a privagdo de oxigénio e glicose, medida pela liberagdo da enzima
lactato desidrogenase, embora somente em animais estressados ela esteja aumentada antes da
exposicdo a privagdo. Estes resultados indicam um possivel envolvimento da transmissao
glutamatérgica nos efeito do litio sobre a memoria espacial, e também o envolvimento de
excitoxicidade glutamatérgica na aumentada vulnerabilidade celular observada apos os

tratamentos com estresse e litio.

O artigo 3 inclui os resultados obtidos na avaliagdo do estresse oxidativo em cortex
frontal, hipotalamo e hipocampo de animais estressados e tratados com litio. Neste estudo, o
cortex frontal ndo foi afetado, ao passo que no hipotdlamo foi observada uma aumentada
reatividade antioxidante total, juntamente com uma aumentada atividade da enzima
Superdxido Dismutase (SOD), em animais tratados com litio. No hipocampo, houve um
aumento na peroxidagdo de lipideos em ratos estressados, uma diminui¢do na formacdo de
radicais livres em ratos tratados com litio, € aumento na reatividade antioxidante total em
animais estressados e tratados com litio. A atividade da enzima Glutationa Peroxidase

encontrou-se aumentada em hipocampo de animais tratados com litio, bem como a SOD em
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animais estressados. Adicionalmente, foi observada uma marcante interacdo entre os
tratamentos com estresse e litio na reatividade antioxidante total em hipocampo (que foi
diminuida pela administragdo concomitante dos tratamentos), bem como na atividade da SOD
tanto no hipocampo quanto no hipotdlamo. Estes resultados indicam que o tratamento com
litio possui algumas propriedades antioxidantes, mas que nao foram eficientes para prevenir o

dano oxidativo em hipocampo de animais estressados.

No artigo 4 estdo descritos os efeitos dos tratamentos com estresse ¢ litio sobre o
comportamento alimentar e sobre a ansiedade (avaliada no Labirinto em Cruz Elevado) de
ratos. Foi observado que os tratamentos com estresse e litio induzem um aumento no
consumo de alimentos doces (Froot Loops da Kellogg's ®) quando comparados ao consumo
de animais controle, mas que somente o tratamento com litio aumenta o consumo de
alimentos salgados (amendoim salgado). Nenhum dos tratamentos alterou o consumo de ragao
padrdo, sugerindo uma preferéncia por alimentos mais palatdveis. Adicionalmente, foi
observado um forte efeito ansiolitico do tratamento com litio, evidenciado pelo aumento no
tempo gasto nos bragos abertos, bem como no nimero de entradas, no Labirinto em Cruz
Elevado, e ndo houve efeito do estresse neste parametro. Estes dados sugerem que o aumento
no consumo de doce observado em animais estressados ndo seja devido a uma maior
ansiedade dos animais, e que o aumento na preferéncia por alimentos mais caloricos contribua

para o ganho de peso observado em pacientes tratados com litio.

No artigo 5 foi verificado se os tratamentos com estresse ¢ litio sdo capazes de alterar
a resposta nociceptiva dos animais apds exposicdo a diferentes sabores. Esta avaliagao foi
feita através da medida da laténcia para retirada da cauda (Tail Flick), e se observou que a

exposicdo ao estresse cronico inibe a antinocicepg¢do induzida por um sabor doce agradavel
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(leite condensado), aumentando apenas a nocicep¢do em animais submetidos a um sabor
desagradavel (acido acético). Por sua vez, o tratamento com litio aumenta a nocicep¢do dos
animais tanto apos exposicdo ao sabor agradavel quanto ao aversivo. Pode-se inferir que a
auséncia de analgesia induzida por um sabor doce e prazeroso em animais estressados
representa um efeito anedonico do tratamento com estresse cronico variavel, e que a

percepcao de diferentes sabores seja mais proeminente em animais tratados com litio.

No artigo 6, o objetivo foi avaliar a neurotransmissdo dopaminérgica em animais
estressados e tratados com litio através de tarefas comportamentais cujo desempenho envolve
a participagdo deste neurotransmissor. Foram avaliadas a Preferéncia de Lugar Condicionada
e a atividade locomotora induzida por dietilpropiona, bem como o contetido total de dopamina
e de seus metabolitos no nicleo accumbens destes animais. Os resultados demonstraram que
animais tratados com litio apresentam aumento na atividade locomotora apds administragao
de dietilpropiona quando comparados aos demais grupos, bem como desenvolvem preferéncia
de lugar condicionada por um estimulo apetitivo, indicando um aumento no tonus
dopaminérgico; por outro lado, animais estressados ndo desenvolvem condicionamento
apetitivo. Ambos os tratamentos induziram uma diminui¢ao nos niveis de DOPAC no nucleo
accumbens, mas somente o estresse induziu diminui¢do da razdo DOPAC/dopamina. Estes
dados sugerem que o tratamento com litio modula a atividade dopaminérgica, o que pode
fazer parte do seu repertério de mecanismos de acdo, e que alguns dos efeitos
comportamentais do modelo de estresse utilizado, o qual ¢ referido como um modelo de

depressao, devam-se a uma atividade dopaminérgica diminuida no nicleo accumbens.
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Abstract

This study was undertaken to verify the eflects of chronic stress and lithium treatments on the hippocampal Na” K -ATPase
activity of rats, as well as to investigate the effects of stress interruption and post-stress lithium treatment on this enzyme activity and
on spatial memory. Two experiments were carried out; in the first experiment., adult male Wistar rats were divided into two groups:
control and submitted to a chronic variate stress paradigm, and subdivided into treated or not with LiCL After 40 days of treatment,
rats were killed, and Na",K™-ATPase activity was determined. In the second experiment, rats were stressed during 40 days, and their
performance was evaluated in the Water Maze task. The stressed group was then subdivided into four groups, with continued or
interrupted stress treatment and treated or not with lithium for 30 additional days. After a second evaluation of performance in the
Water Maze, rats were killed and Na™ K"-ATPase activity was also measured. Results showed an impairment in Na®,K"-ATPase
activity and in Water Maze performance of chronically stressed rats, which were prevented by lithium treatment and reversed by lith-
ium treatment and by stress interruption. These results suggest that the modulation of Na™ K7-ATPase activity may be one of the
mechanisms of action of lithium in the treatment of mood disorders.

© 2005 Elsevier Ine. All rights reserved.

Keywords, Chronic variate stress; Lithium: Na K -ATPase: Hippocampus; Depression: S patial memory; Water Maze

1. Introduction cellular membranes, consuming about 40-50% of the
ATP generated in this tissue {Erecinska & Silver. 1994).
Na*.K*-ATPase is the enzyme responsible for the The pathophysiology of some psychiatric disorders is
active transport of sodium and potassium ions in the believed to be associated with some perturbation of ion
nervous system. maintaining and re-establishing, after homeostasis. and earlier studies have shown that
each depolarization, the electrochemical gradient neces- Na".K"-ATPase activity is decreased in patients with
sary for neuronal excitability and regulation of neuronal depression and other psychiatric disorders (Hokin-
cell volume. It is present in high concentrations in brain Neaverson & Jeflerson, 1989; Mynett-Johnson et al.
1998; R ybakowsky. Potok. Strzizewski, & Nowakowska,
" Cormresponding author. Fax: +55 51 3316 5540, 1984; Wood et al., 1991). Nevertheless, little is known
E-mail address, anavascotemracombr ( APS. de Vasconeellos). about this ENZYyIMe EiCTiViT}' n Ex]JEl'inlEllTEil models of
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depression in animals, although we have previously
observed a decreased Na*,K'-ATPase activity in the
hippocampus of animals submitted to chronic mild
stress (Gamaro, Manoli, Torres, Silveira, & Dalmaz,
2003). Exposure to chronic mild stress has been pro-
posed as a model of depression in animal studies (Katz,
1981;Pucilowski, Owerstreet, Rezvani, & Janowsky,
1993; Willner, 1990, 1991), and this effect was accompa-
nied by anhedonic behavior. a characteristic of depres-
sive states.

Additionally, we have shown that animals submitted
to chronic variate stress present a cognitive deficit in
spatial memory. as evaluated by the Morris Water Maze
task (Vasconcellos, Tabajara, Ferrari, Rocha, & Dalmaz,
2003). Some authors believe that the impairing effects of
chronic stress could result from a disruption in brain
energy metabolism (Hoyer, Lannert, Latteier, & Meisel,
2004; Sadowski et al. 2004). This energy deficit could,
consequently, affect Na™K*-ATPase activity. Further-
more, a set of studies have suggested the involvement of
MNa® K -ATPase activity in memory consolidation {Sato
etal, 2004; Wyse et al., 2004).

Lithium salts are widely used for the treatment of aflec-
tive disorders, and increasing evidence supports the notion
that lithium has neuroprotective eflects in a variety of
insults (Chen & Chuang, 1999; Jope, 1999; Manji, Moore,
& Chen, 1999). We observed previously that the memory
impairments in rats caused by exposure to chronic stress
was prevented by concomitant lithium treatment (Vascon-
cellos et al., 2003). Although the mechanism of action of
lithium remains unclear, it is already known that this cat
ion s able to normalize erythrocyte Na®.K'-ATPase
activity in patients with mood disorders (Hokin-Neaver-
son & Jeflerson, 1989). Moreover, lithium prevents or
delays neurochemical and behavioral ellects elicited by
ouabain, an inhibitor of Na* K*-ATPase activity (El-Mal-
lakh, Schurr, Payne, & Li. 2000; Hennion. El-Masri. HulT,
& El-Mallakh, 2002; Li, el-Mallakh, Harrison, Changaris,
& Levy, 1997), suggesting a possible modulation of
Na* K*-ATPase activity by this cation.

The aim of the present study was to verify the effect of
an animal model of depression {chronic variate stress)
on Na*K*-ATPase activity in synaptic plasma mem-
branes from rat hippocampus, and the action of lithium
treatment on such effect. In addition, we also evaluated
the effects of stress interruption on enzymatic activity
and on spatial memory, as well as the eflects of adminis-
tration of lithium after repeated stress.

2. Experimental procedures

2.1 Animals

One hundred adult male Wistar rats (60 days old;
180-230g in weight) were used. The experimentally
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naive animals were housed in groups of 4 or 5in home-
cages made of Plexiglas material {65 x 25 x 1 5cm) with
the floor covered with sawdust. Animals were main-
tained under a standard dark-light cycle (lights on
between 7:00 and 19:00h} in a room temperature of
224 2°C. The rats had free access to food and water. All
animal treatments were in accordance with the institu-
tional guidelines and according to the recommendations
of the International Council for Laboratory Animal Sci-
ence (ICLAS). and all efforts were made to reduce the
number of animals. Animals were further divided in sub-
groups, control and stressed. and receiving or not lith-
ium treatment; see Table 1 for group divisions and
experimental design.

2.2, Chronic variate stress miode!

Chronic variate stress was modified from other mod-
els of varate stress (Gamaro et al. 2003; Konarska.
Stewart. & McCarty, 1990:Murua & Molina. 1992; Will-
ner. 1990, 1991). The animals were divided into two
groups: group 1 {control), that was kept undisturbed in
their home cages during the first 40 days of treatment,
and group 2 (chronically stressed). A chronic variate-
stressor paradigm was used for the animals in the
stressed group. The following stressors were used: {a)
inclination of the home cages at a 45° angle for 4-6h, (b)
10-15min of noise, {c) 1-3h of restraint, as described
below, (d) 1.5-2 h of restraint at 4°C, (e) forced swim-
ming for 10 or 15min, as described below, () flashing
light during 2 to 4h, and (g) isolation (2-3 days). Ani-
mals were exposed to stress starting at a diflerent time
everyday, in order to minimize its predictability. We
have previously measured plasma corticosterone levels
after this chronic stress model. and corticosterone basal
levels (ie.. levels at the 40th day of exposure to stress,
before being exposed to a stressor) were not different
from control animals. After being exposed to a stressor,
at the 40th day of treatment, corticosterone levels
increased around 90%.

Restraint was carried out by placing the animal in a
25 x Tem plastic tube and adjusting it with plaster tape
on the outside, so that the animal was unable to move.
There was a lcm hole at the far end for breathing
Forced swimming was carried out by placing the animal
in a glass tank measuring 50 x« 47 x 40 cm with 30 cm of
water at 23+ 2°C. Exposure to flashing light was
achieved by placing the animal in a 50cm-high,
40 x 60cm open field made of brown plywood with a
frontal glass wall. A 100W lamp, flashing in a frequency
of 60 flashes per minute, was used.

2.3, Chronic lithivm treatment

Lithium was administered through the chow. Lith-
ium chloride (LiCl—2.5mg/g of chow) and sodium
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Table 1
Groups and experimental desigh For experiments 1 and 2
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Groups

Treatment duration

Experime nt

Experiment 1
20 male
Wistar rats

Control (n= 5)
Lithium treated (n = 5)
Chronically stressed (n=3)

Stressed and treated with
lithium (n= 5)

40 days ol treatment

Evaluation of Na® K -ATPase
activity

Group  Treatmen  Experiment Subdivision Treatment Experiment  Lithium and dress Experiment
L duration of the groups duration treatment continued
Experiment 2 @

55 male Control 40 daysol Fistexposure Control 30 additional  Second One week ol interval Evaluation

Wistar rats =25 treatment  tothe Water  Control + lithium daysof CXPOSUTE Lo of Na*,
. - o YU o f o + o Jur
§1ress Maze task Siress continued Lreatment the Water K 7-ATPase

] 1 o Maze task activity

n=dl Stress continued + lithium tee s ity

Stress interrupted + lithium

Stress interruption

Experiment 1: rats were treated for 40 days with the procedures desaibed under Seetion 2, constituting four experimental groups: contral (1), lithium
treated (2), chronically stressed (3), and chronicall v dressed pluslithiom treatment (4).

Experiment 2: rats were treated For 40 days with the procedures deseribed under Section 2, constituting two experimental groups: control and chron-
ically dressed. At the end ef this period. these animals were submitted to the first exposire to the Water Maze task. Afterwards. the control group

was dividedin two other groups: control (1) and li thivm treatment (2], and the stressed Eroup was subdivided in four other groups: stress continued
(30 stress continued plus lithium (4). stress interrupted plus lithiom (5). and dress interrupted (6). The animals were treated duri ng 30 additional
days, and then submitted 1o a second exposure to the Water Maze task. One week after Water Maze procedures, and 24 h after the last stress expo-
sure. the animals were killed by decapitation and brains were removed lor enzyimatic measuremerts.

chloride (NaCl—17mg/g) were added to the food. as
described by Rocha and Rodnight (1994). This treat-
ment has been previously used. and at the end of a
period of 4 weeks or more animals present lithium lev-
els in the range of 0.6-1.2mM (Rocha & Rodnight.
1994; Vasconcellos et al., 2003), similar to the levels
observed in treated patients.

2.4 Water Maze apparatus and procedures

This task was adapted from the paradigm originally
described by Morris (1984). The Water Maze was a black
circular pool (180cm diameter, 60 cm high), filled with
water (depth 30cm; 24 £ 1 °C), placed in a room that was
rich in consistently located spatial cues (including a large
wood door, two prominent posters on one wall, and the
experimenter). An escape platform (10cm diameter) was
placed in the middle of one of the gquadrants, 1.5cm
below the water surface, equidistant from the sidewall
and middle of the pool. The platform provided the only
escape from the water and was located in the same quad-
rant in every trial. The position of the animal in the pool
was recorded during the entire experiment. Four different
starting positions were equally spaced around the perim-
eter of the pool. On each of the training days. all four
start positions were used once in a random sequence (ie.
four training trials per day). A trial began by placing the
animal in the water facing the wall of the pool at one of
the starting points. If the animal failed to escape within
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60s, it was gently conducted to the platform by the exper-
imenter. The rat was allowed to stay there for 10s. The
infertrial interval was 10min. After each trial the rats
were dried and were returned to their cages at the end of
the session. Animals were trained for 5 days. Twenty-four
hours after the last training session. the rats were submit-
ted to a test session. Before this session, the submerged
platform was removed. The retention test consisted of
placing the animals in the water for 1 min. The latency in
reaching the original position of the platform, the num-
ber of crossings in that place, and the time spent in the
target quadrant compared to the opposite quadrant were
measured. Training and test sessions were always per-
formed between 13 and 17 h.

The protocol for the second exposure to the Water
Maze task was identical to the explained above, except
by the modification of the platform position during
training.

2.5 Preparation of synaptic plasma membrane from
hippocampus

After chronic treatments (Experiment 1; see Table 1)
and 1 week after exposure to the Water Maze task (Exper-
iment 2; see Table 1), animals were killed by decapitation
without anesthesia. the brain was rapidly removed. and
the hippocampus was dissected to prepare synaptic
plasma membranes according to the method of Jones and
Matus (1974). with some modifications (Wyse et al., 2000).
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The hippocampus was homogenized in ten volumes of a
032M sucrose solution containing 5mM Hepes and
1 mM EDTA. The homogenate was centrifuged at 1000g
for 20min and the supematant removed and centrifuged
at 12,000g for a further 20 min. The pellet was then resus-
pended in hypotonic buffer (5.0mM Tris—HCl bufler, pH
8.1}, incubated at 0 °C for 30 min, and applied on a discon-
tinuous sucrose density gradient consisting of successive
layers of 0.3, 08, and 1.0M. After centrifugation at
69,000¢ for 2h, the fraction at the 0.8—1.0 M sucrose inter-
face was taken as the membrane enzyme preparation.

2.6. Na*,K*-ATPase activity assay

The reaction mixture for the Na*.K *-ATPase assay
contained 5.0mM MgCl,. 80.0mM NaCl. 20.0mM
KCL and 40.0mM Tris-HCI bufler, pH 7.4, in a final
volume of 200 pL. The reaction was started by the addi-
tion of ATP (disodium salt. vanadium free) to a final
concentration of 3.0 mM. Control was assayed under
the same conditions with the addition of 1.0mM oua-
bain. Na®™.K"-ATPase activity was calculated by the
difference between the two assays (Wyse et al., 2000).
Released inorganic phosphate (Pi) was measured by
the method of Chan, Delfer, and Junger (1986).
Enzyme specific activity was expressed as nmol Pi
released per min per mg of protein. All assays were per-
formed in duplicate and the mean was used for statisti-
cal analysis.

2.7, Protein measurement

Protein was measured by the method of Bradford
{1976}, with bovine serum albumin used as standard.

2.8, Statistical analysis

Data were expressed as means £ SEM. Na* K*-ATP-
ase activity was analyzed using one- or two-way analysis
of variance, followed by the Duncan multiple range test
when the [ test was significant. Water Maze performance
was analyzed using Student’s ¢ test (when comparing two
groups) or one-way analysis of variance. followed by the
Duncan’s multiple range test when the F test was signifi-
cant. All analyses were performed using the Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) softwure.

3. Results

3.1 Experiment I: Effect of chranic stress and chronic
lithiwm treatment upon hippacampal Na*, K*-ATPase
activity

After the treatments, hippocampal Na*.K*-ATPase
activity was measured. The eflect of 40 days of chronic
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Fig. 1. Effect of chronic variable gress and chronie lithivm treatment
on Nat K -ATPase activity in synaptic plasma membranes from rat
hippocmpus Contr ol represents the normal group. lithium repre sents
the group treated just with LiCl for 40 days sressed represents the
group submitted Lo a chronic variable dress paradigm for 40 days, and
stressed Hithium represents the group dressed for 40 days and con-
comitantly submitted to lithium treatment. Data are expressed as
means £ SEM. for 5-7 animals in cach group. There was a significant
interaction between dress and lithium treatments (two-way ANOVA,
P=005) ‘Sign'iﬂcaml]y different from the control group (Duncan’s
multiple range test, P< 0.05).

variate stress and concomitant chronic lithium treatment
upon the Na* K *-ATPase activity is shown in Fig 1. A
two-way analysis of variance showed a significant inter-
action between stress and lithium treatment [two-wiy
ANOVA, F(1,20)=4.08, P<005, N=57 animals/
group]. A Duncan’s multiple range test demonstrated
that just the stressed group was different from the con-
t