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Modelo animal de mania induzido pelo inibidor do transportador de dopamina GBR 
12909: estudo de alterações comportamentais e neuroquímicas e prevenção/reversão 
pela minociclina 
 
O transtorno afetivo bipolar (TAB) é um transtorno crônico e debilitante e que embora afete em 
torno de 2% da população mundial, seu tratamento farmacológico ainda é limitado. Se caracteriza 
pela oscilação entre as fases de mania e depressão. Sua fisiopatologia se caracteriza por alterações 
oxidativas, em neurotransmissores como a dopamina e neuroinflamatórias, dentre outras. Neste 
contexto, se faz necessário modelos animais que consigam mimetizar as diferentes fases do TAB. 
No seguinte estudo um modelo animal de mania foi induzido pela administração aguda ou 
repetida de GBR12909 (10 mg/kg, i.p.), um inibidor do transportador de dopamina (DAT), 
buscando pesquisar alterações comportamentais e neuroquímicas. Adicionalmente, avaliou-se o 
efeito da Minociclina (MINO) nas doses de 25 e 50mg/kg, uma tetraciclina que apresenta efeitos 
neuroprotetores, e dos estabilizadores de humor Lítio (Li) 47,5mg/kg ou Valproato (VAL) 
200mg/kg neste modelo. O presente trabalho foi dividido em três capítulos: o primeiro capítulo 
avaliou o curso temporal de alterações comportamentais e oxidativas (em áreas cerebrais 
relevantes para o TAB) induzidas pela administração aguda do GBR12909, bem como o efeito 
preventivo de fármacos estabilizadores do humor. O segundo capítulo avaliou os efeitos 
preventivos/terapêuticos da MINO no comportamento de hiperlocomoção induzido por 
GBR12909 baseado no possível papel de mecanismos antioxidantes e neurotróficos neste efeito. 
O terceiro capítulo avaliou o efeito da MINO nas alterações comportamentais relacionadas à 
memória de trabalho (teste de Y-maze), interação social e ansiedade (labirinto em cruz), além de 
também investigar a participação de mecanismos hipocampais como ativação de micróglia e 
expressão do DAT nos animais submetidos à administração repetida de GBR12909. Foi 
observado que a administração aguda de GBR12909 induziu hiperlocomoção 2 e 24 h após sua 
administração. Os níveis de GSH diminuíram no hipocampo e no estriado 2, 4, 8 e 12 h pós-
GBR12909. O aumento da peroxidação lipídica foi observado 2 e 12h pós-GBR12909 no córtex 
pré-frontal (CPF), hipocampo e estriado. O Li preveniu a hiperlocomoção horizontal e vertical 2h 
pós-GBR12909, enquanto o VAL impediu as alterações de hiperlocomoção vertical. Ambos os 
fármacos protegeram contra alterações pró-oxidativas. Com a administração repetida de 
GBR12909 foi observada hiperlocomoção, comportamento de risco, alterações de memória e 
interação social que foram prevenidas pelos estabilizadores de humor e por ambas as doses de 
MINO. Os comportamentos de hiperlocomoção e déficit de memória de trabalho foram revertidos 
por todos os fármacos testados.  Li, VAL ou MINO foram mais efetivos na reversão das alterações 
de GSH (Glutationa Reduzida). Quanto à peroxidação lipídica, MINO foi mais eficaz na 
prevenção e reversão no hipocampo, enquanto que Li e o VAL impediram esta alteração no 
estriado e córtex pré-frontal. Li, VAL e MINO 25 reverteram a diminuição dos níveis de BDNF 
induzidos pela administração repetida de GBR12909. Na avaliação por imunoblotting do DAT e 
IBA (Ionizing Calcium-Binding Adaptor Molecule), observou-se uma redução na expressão 
proteica do DAT em todos os grupos tratados com GBR12909, exceto o controle. Já o IBA 
apresentou um aumento significativo no hipocampo dos animais submetidos à administração 
repetida de GBR12909, enquanto apenas a MINO 50 foi capaz de prevenir significativamente 
esta alteração. Portanto, conclui-se que a administração de GBR12909 mimetiza alterações 
comportamentais e neuroquímicas semelhantes à mania que podem ser prevenidas ou revertidas 
pelos estabilizadores de humor Li e Val. A MINO se mostrou uma estratégia eficaz no controle 
das alterações induzidas pelo GBR12909, principalmente na dose de 50 mg/kg. Logo, nossos 
dados fornecem suporte pré-clínico ao desenho de novos estudos pré-clínicos e clínicos para uma 
melhor investigação dos efeitos antimaníacos da MINO. 

Palavras-chave: Transtorno Bipolar; Mania; GBR12909; Minociclina; Lítio; Valproato 
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Mouse Model of Mania Induced by GBR12909, a Dopamine Transporter Inhibitor: 
Behavioral and Neurochemical Alterations Study and Prevention / Reversal by 
Minocycline 

ABSTRACT 

Bipolar Disorder (BD) is a chronic and debilitating illness that affects around 2% of the world 
population. Even though it has a relatively high prevalence rate, its pharmacological treatment is still 
limited. This disorder is mainly characterized by the oscillation between phases of mania and 
depression, episodes which can only be mimicked in animal models separately once the cycling 
between them is a parameter that cannot yet be reproduced. This difficulty is due to the existence of 
restrictions to the mechanisms of action of the drugs used in BD animal models as well as to the 
subjectivity of this particular parameter. BD’s pathophysiology is characterized by oxidizing factors, 
alterations in neurotransmitters such as dopamine, and inflammatory activity, among others. 
Therefore, it is essential to have animal models that are able to mimic the clinical contexts of mania 
and depression as well as new substances that have activity in their pathophysiological pathways. The 
present study used a mouse model of mania induced by a dopamine transporter inhibitor (GBR12909) 
in order to investigate the behavioral, pharmacological and neurochemical alterations caused by the 
acute and sub-chronic administration of GBR12909 10mg / kg. These treatments aimed to mimic the 
pathophysiology of mania, thus being characterized as an animal model of mania. The study had 10 
groups in which the animals were treated with either Minocycline (Mino), a tetracycline that presents 
clinical response in psychiatric disorders, at doses of 25 or 50mg / kg, Lithium (Li) 47.5mg / kg, 
Valproate (VAL) 200mg / kg or saline (control group). Based on the protocols followed during the 
research, experiments were divided into three chapters: (1) addressed the administration of GBR12909 
as an animal model of mania, the temporal course of behavioral and oxidative alterations in specific 
brain areas, and the effects of mood stabilizing drugs, (2) focused on minocycline antimanic activity 
presented in the animal model of mania suggested and its possible role in antioxidant and neurotrophic 
mechanisms, (3) studied the influence of minocycline in behavioral changes (social interaction test, y-
maze, plus-maze, social interaction) and pathophysiology through the evaluation of specific 
expression markers of intracellular hippocampal proteins (dopamine transporter - DAT and Iba, 
microglia marker) extracted from the animals submitted to the animal model of mania. Results 
indicated that GBR12909 caused alterations in locomotor activity 2h and 24h after its administration. 
Glutathione levels (GSH) decreased in the hippocampus and striatum at the time points of 2, 4, 8 and 
12 h. An increase in lipid peroxidation was detected at the time points of 2 and 12 h in all brain areas 
studied. Li prevented alterations in horizontal and vertical hyperlocomotion 2h post-GBR12909, while 
VAL prevented vertical hyperlocomotion changes. Both drugs prevented pro-oxidative alterations. 
Subsequent evaluation of the prevention and reversal protocols showed that repeated administration 
of GBR12909 induced a hyperlocomotion increase, risk behavior, and memory, social interaction and 
cognition alterations. These changes were avoided by the administration of the mood stabilizers and 
both Mino doses. Hyperlocomotion and memory alterations were reversed by all drugs analyzed. Li, 
VAL or Mino were more effective in reversing GSH changes. As for lipid peroxidation, Mino was 
more effective in preventing and reversing its increase in the hippocampus whereas Li and VAL 
prevented it in the striatum and prefrontal cortex. Li, VAL and Mino25 reversed the decrease in BDNF 
levels induced by GBR12909. As for the quantification of DAT and IBA markers by immunoblotting, 
no expression of  DAT was observed in any of the treated groups except saline. However, Li and Mino 
prevention groups showed a tendency of their IBA results going towards the same as of the control 
group, but without statistical significance. In conclusion, the administration of GBR12909 mimicked 
the manic phenotype, and Li, Val and Mino prevented and reversed manic-like behavior and acted in 
part on the neurochemical pathways of GBR12909-treated mice. Consequently, our data provides 
preclinical support for the design of trials investigating the possible antimanic effects of Mino in the 
GBR12909 induction model or other manic type animal models. 
 
Key-words: Bipolar disorder; Mania; GBR12909; Minocycline; Lithium; Valproate 
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INTRODUÇÃO 

 

1.1 Transtorno Afetivo Bipolar  

O transtorno afetivo bipolar (TAB) é um transtorno crônico e debilitante. Se 

caracteriza pela alternância de humor, transitando entre episódios de mania e depressão 

(VALVASSORI et al., 2016). Afeta aproximadamente 2% da população mundial e 

apresenta prevalência igual em ambos os sexos, raça ou condição geográfica (MUNEER, 

2017).  É uma das condições psiquiátricas com mais impacto na vida social, laboral e 

psicológica dos pacientes portadores deste diagnóstico (MILIENNE-PETIOT et al., 

2017a). O início dos sintomas costuma ocorrer na idade adulta em torno da segunda 

década de vida, com consequências impactantes não só ao paciente, mas também à 

sociedade, com altos níveis de inabilidade funcional a baixa qualidade de vida, com 

influência em custos socioeconômicos, devido a pouca capacidade produtiva relacionada 

a alternância de humor do paciente interferindo em sua estabilidade na rotina de trabalho. 

Dentre os transtornos psiquiátricos, está associado também a risco de mortalidade 

prematura e complicações associadas a comorbidades clínicas e alta prevalência de 

suicídio (BLANCO et al., 2017).    

A principal característica clínica do TAB que o distingue de outros transtornos 

psiquiátricos como esquizofrenia e depressão maior é sua natureza cíclica entre as fases 

de mania e depressão. Os sintomas da mania se caracterizam pela hiperatividade, 

irritabilidade, insônia, grandiosidade e em algumas vezes sintomas semelhantes aos 

psicóticos. A depressão é associada a sintomas aparentemente opostos aos da mania, 

como o humor triste, baixa autoestima, insônia, letargia e anedonia (ENKHUIZEN et al., 

2016).  

De acordo com o Manual Estatístico e Diagnóstico de Transtornos Mentais 

(DSM-V) existem três tipos de TAB – o tipo I, II e o ciclotímico -, sendo essa 

classificação feita a partir da observação da ocorrência de quadros depressivos, maníacos 

e/ou hipomaníacos (GARCÍA-JIMÉNEZ et al., 2017). O TAB tipo I tem como 

fundamental particularidade no curso clínico a presença de um ou mais episódios 

maníacos ou episódios mistos. Pacientes bipolares do tipo I também podem apresentar 

um ou mais episódios depressivos ao longo da vida. Em alguns casos, existem períodos 

de humor normal entre esses episódios. Já o TAB tipo II caracteriza-se pela presença de 

um episódio depressivo e pelo menos um episódio hipomaníaco. Os pacientes comumente 



21 

 

regressam à função usual entre os episódios. E por fim, o transtorno ciclotímico, o qual 

envolve múltiplos períodos de sintomas hipomaníacos e de sintomas depressivos. Na 

ciclotimia os sintomas, tanto os hipomaníacos quanto os depressivos, têm número, 

gravidade, abrangência ou duração insuficientes para a satisfação dos critérios para o 

diagnóstico do TAB do tipo I ou do tipo II ( AMERICAN PSYCHIATRIC 

ASSOCIATION, 2016). Já o quadro conhecido como “com características mistas” se 

aplica aos estados em que há a ocorrência concomitante de sintomas maníacos e 

depressivos, embora estes sejam vistos como polos opostos do humor (Figura 1). 

 

Figura 1: Episódios de humor no transtorno bipolar (adaptado de BOSAIPO; 

JURUENA, 2017) 

 

Uma meta-análise incluindo 5836 indivíduos com TAB tipo-I  e TAB tipo-II 

com cerca de 70% dos pacientes com TAB tipo-I e 80% daqueles com TAB tipo-II 

indicou que estes sofreram pelo menos um episódio de alternância de humor subsequente 

após 4 anos, com um tempo médio de 1,7 anos para recaída após um episódio no TAB 

tipo-I, e 0,8 anos em TAB tipo-II (AMANN et al., 2017). 

Essas alterações de humor no paciente com TAB se refletem nas limitações no 

âmbito comportamental, psíquico, cognitivo, afetivo, social e biológico, pois interferem 

na sua vida como também na vida dos familiares que o acompanham na vivência destes 

problemas, já que o paciente pode, em muitas das vezes, precisar de cuidado nas suas 

atividades de rotina devido a baixa autonomia nas habilidades individuais. Essas 

dificuldades podem intervir nas relações conjugais, habilidades parentais, bem como ter 
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consequências também na vida dos indivíduos que os acompanham neste trajeto 

(ÇUHADAR et al., 2015).  

Dentre as causas etiológicas do TAB estão as interferências de exposição 

ambiental, incluindo eventos estressantes de vida e/ou abuso ou dependência de 

substâncias químicas, além do forte impacto da predisposição genética. Alguns genes 

podem ser significativos apenas quando certos fatores externos são estimulados e levados 

em consideração (MISIAK et al., 2017).  

1.1.1 Fisiopatologia do TAB 

A fisiopatologia do TAB envolve desde alterações nos níveis de 

neurotransmissores como dopamina e glutamato como a relação com estresse oxidativo, 

disfunção mitocondrial, de neuroplasticidade, variações pró-inflamatórias, além da 

predisposição genética. Todos esses fatores em conjunto contribuem para o aumento da 

carga alostática e, consequentemente, para a progressão do transtorno, condições clínicas 

mais críticas e intervenção farmacológica ainda mais significativa. A carga alostática se 

refere ao  termo alostase, o qual indica efeitos nocivos do estresse crônico sobre o tecido 

nervoso e o corpo como um todo. Além da própria resposta do organismo buscando se 

adaptar a mudanças metabólicas, imunológicas, de controle energético, hormonais e 

neurohumorais (Figura 2), fazendo com que a progressiva ativação deste mecanismo se 

reflita de forma cumulativa gerando a chamada carga alostática (KAPCZINSKI et al., 

2008a).  

 

Figura 2 – Entendimento das relações entre mediadores de alostase envolvidos na 
resposta ao estresse no TAB (MAGALHÃES; FRIES; KAPCZINSKI, 2012) 
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No que se refere ao processo de desregulação na via do TAB, estudos indicam 

desregulação nos níveis de dopamina (DA) no episódio de mania do transtorno, através 

de alterações significativas nos receptores dopaminérgicos em áreas cerebrais como 

hipocampo, corpo estriado, córtex pré frontal e vermis cerebelar (BERK et al., 2007) 

(MINICHINO et al., 2014) (DE QUEIROZ et al., 2018). Esse aumento irregular dos 

níveis de DA é uma das fontes do aumento das espécies reativas de oxigênio (EROs), 

interferindo no balanço oxidativo em marcadores como GSH, bem como na peroxidação 

lipídica com o composto malondialdeído (MDA) (FREY et al., 2006a). O estresse 

oxidativo causa prejuízo ao DNA com danos aos telômeros que, diminuídos, podem 

acelerar a morte celular e o envelhecimento dos indivíduos portadores do transtorno 

(FREY et al., 2007), bem como causa diminuição da neuroplasticidade e um aumento nos 

níveis intracelulares de cálcio responsivos ao estresse oxidativo, além da expressão de 

genes moduladores da cadeia transportadora de elétrons com a potencial disfunção 

mitocondrial e sua relação em estimular a produção excessiva de EROs (QUIROZ et al., 

2008). Já as alterações do sistema glutamatérgico estão relacionadas a neurotoxicidade 

pela estimulação do influxo de Ca+2 através da hiperestimulação dos canais iônicos, bem 

como a disfunção mitocondrial e a uma incapacidade desta de tamponar o excesso de 

Ca+2. (BLACKER et al., 2017) (Figura 3).  Além da crise energética que pode alterar o 

gradiente de Na+ necessário para a captação de glutamato pelos astrócitos e ocasionar um 

transporte reverso, causando efluxo do estoque de glutamato astrocitário.  

No contexto da sinalização intracelular na fisiopatologia do TAB, estudos 

indicam alterações na atividade das proteínas G em áreas cerebrais como o córtex pré-

frontal. A ativação de proteínas G desencadeia uma sinalização intracelular através de 

segundos mensageiros, proteínas quinase e outros efetores. Dentre as vias de sinalização 

com maior evidência no TAB, estão a via do GSK3 – B e do fosfatidilinositol (MANJI; 

DREVETS; CHARNEY, 2001). A proteína GSK3 – B está envolvida em diversos 

processos que regulam a atividade celular, como complexos protéicos que dão 

sustentabilidade para a estrutura da célula e fatores de transcrição celular como o CREB 

(cAMP responde element binding) estando, dessa forma,  ligada a capacidade de alterar 

a plasticidade neuronal, crescimento dendrítico, e na modificação da plasticidade 

sináptica (DOBLE; WOODGETT, 2003) e seu importante papel nos processos de 

sinalização irregular em processos patológicos, principalmente na apoptose neuronal e na 

morte celular, estando associada à fisiopatologia de transtornos neuropsiquiátricos como 
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sua relação com o estresse oxidativo e outras alterações no TAB (VALVASSORI et al., 

2017). Sabe-se que estabilizadores do humor como carbonato de Lítio (Li) e valproato 

(VAL) utilizados como primeira estratégia terapêutica no TAB, atuam inibindo a GSK-

3B, reforçando seu papel na fisiopatologia do TAB (DE SOUSA et al., 2015). De fato, 

atuar em vias de prevenção da progressão do transtorno, como assim atuam os 

antioxidantes, previne-se também, em consequência a desregulação celular ativada pelo 

excesso de GSK-3B, reforçando também a importância de fármacos com atividade no 

início do processo do TAB (BROGI et al., 2017). 

 

 

 

 
 
 
 
 
   
Figura 3 – Modulação da neuroplasticidade, neurogênese e sobrevivência celular por 
meio da modulação da atividade da GSK – 3ß (Adaptado de KAPCZINSKI, QUEVEDO 
et al, 2009) 
 
 

 

 

 

Neuroplasticidade, neurogênese, sobrevivência celula 
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Nesse sentido, é importante destacar que para simular as alterações observadas 

no TAB é preciso utilizar modelos animais que simulem cada vez melhor o transtorno, 

levando em consideração, portanto, os critérios de face, preditivo e de constructo dos 

modelos animais (MACÊDO et al., 2013). Partindo desse princípio, é importante salientar 

que o tratamento inadequado do TAB, predispõe a uma piora progressiva no quadro e 

consequências clínicas na cognição, memória e menor resposta ao tratamento 

farmacológico. Fatos que podem acontecer por influências no estilo de vida ou contato 

com situações de estresse, podendo levar um ciclo (Figura 4) em que os episódios de 

humor influenciados por eventos estressantes podem causar redução dos níveis de BDNF 

(Fator Neurotrófico Derivado do Cérebro) e repercutir em dano celular com 

remodelamento cerebral em áreas como córtex pré-frontal, hipocampo e corpo-estriado e 

posterior adaptação, mas que com contato novamente com eventos estressores pode levar 

ao processo de neuroprogressão (BERK et al., 2011), fato este que deve ser estudado em 

protocolos de pesquisa pré-clínica e clínica visando o reforço da necessidade de 

prevenção e adesão ao tratamento para evitar a piora do quaro clínico do TAB. 

 

Figura 4. Ciclo proposto para o dano no TAB pelos múltiplos episódios. ( Adaptado de 
Kapczinski, Quevedo et al, 2009). 

 
Frente a todos os impactos que esse transtorno apresenta na vida do paciente, é 

inquestionável a necessidade de tratamento farmacológico, embora a escolha do 

medicamento seja complexa e envolva estratégias distintas nos diferentes estágios da 

doença: mania, depressão e eutimia (CHENIAUX, 2011), o que será abordado em seção 
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posterior. Portanto, todo o conjunto de sinais e sintomas que envolve esse transtorno se 

caracteriza como um grave problema de saúde pública e indicando assim a necessidade 

de permanente investigação de suas condições clínicas, fisiopatológicas e farmacológicas, 

o que vem sendo feito através de modelos animais.  

 

1.2 Modelos animais tipo Mania do Transtorno Bipolar 

 

Embora o TAB se apresente como um grande problema de saúde pública, seu 

arsenal terapêutico é limitado e, portanto, apresenta a necessidade do estudo de novas 

substâncias e alvos terapêuticos. Para isso, é necessário que modelos animais robustos se 

estabeleçam para que através deles, se possa avaliar critérios semelhantes aos que 

envolvem a fisiopatologia do transtorno e sua resposta a tratamentos já estabelecidos. 

Esses modelos devem atender três conjuntos de critérios nomeados de face, constructo e 

preditivas. A validade de face refere-se à capacidade do modelo de imitar os sintomas do 

transtorno no humano, enquanto a validade de constructo é o potencial do modelo para 

replicar correlações fisiopatológicas encontrada na desordem humana. Finalmente, os 

medicamentos convencionais utilizados para tratar o transtorno são utilizados para 

verificar seu potencial de prevenir e / ou reverter as alterações induzidas no modelo para 

atribuir sua validade preditiva (MACÊDO et al., 2013). 

 

CRITÉRIOS PARA VALIDAÇÃO DE UM MODELO ANIMAL DE 

DOENÇA 

FACE Capacidade do modelo de mimetizar o comportamento 

apresentado pelo humano com a doença; 

CONSTRUCTO Capacidade do modelo de mimetizar sintomas 

fisiopatológicos apresentados pelo humano com a doença; 

PREDITIVO Capacidade do modelo de responder aos tratamentos 

preconizados como padrão para a determinada doença; 

       Quadro 1: Elaborado pela autora  

O TAB se manifesta nos pacientes de forma cíclica entre as fases de mania e 

depressão, entretanto, na grande maioria dos modelos animais, esses períodos são 
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observados de forma separada, já que ainda praticamente nenhum modelo conseguiu 

mimetizar esse estado subjetivo do transtorno. Nesse contexto os modelos animais 

simulando de forma distinta a depressão e mania são mais comuns. No presente estudo, 

trabalhamos com um modelo animal de mania induzido por GBR12909 que será relatado 

mais à frente. 

Nesse sentido, a literatura científica indica que os modelos animais de mania 

mais consistentes são baseados no estado hiperdopaminérgico subjacente à mania, como 

o modelo induzido pela administração repetida de d-anfetamina, reconhecido como 

modelo “padrão-ouro”. Este modelo trouxe evidências importantes sobre a implicação da 

dopamina (DA), do estresse oxidativo, neurotrofinas e alterações mitocondriais na 

fisiopatologia da mania (FREY et al., 2006b) (VALVASSORI et al., 2010). 

Notavelmente, o estresse oxidativo está sendo implicado na fisiopatologia, bem como na 

neuroprogressão do TAB (BERK et al., 2011). 

O modelo de mania induzido por D-anfetamina foi primeiramente proposta pela 

coadministração de clordiazepóxido-dexanfetamina  (DAVIES et al., 1974) e depois pela 

administração de 1,5 mg / kg de d-anfetamina (CAPPELIEZ; MOORE, 1990). 

Recentemente, este modelo enfrenta restrições burocráticas e de acesso devido ao alto 

potencial de abuso de d-anfetamina (RUSH et al., 2001), o que limita a aquisição desse 

medicamento para fins de pesquisa. Como uma tentativa para garantir a manutenção deste 

modelo, recentemente nosso grupo propôs o uso do dimesilato de lisdexamfetamina 

(LDX), um pró-fármaco de d-anfetamina (MACÊDO et al., 2013) na indução do modelo 

animal tipo mania, o que vem sendo reproduzido por alguns grupos de pesquisa (EGER 

et al., 2016).  

 

1.2.1 Modelo animal de mania induzido por GBR 12909 

Conforme citado anteriormente, os modelos animais de mania são de suma 

importância para a pesquisa de novas vias envolvidas na sua gênese bem como na 

descoberta de inovações no tratamento farmacológico do TAB. E, apesar da etiologia e 

da fisiopatologia da mania ainda permanecerem com conhecimento limitado, o aumento 

da neurotransmissão dopaminérgica se apresenta como um aspecto neurobiológico 

central subjacente a este estado de humor  (BERK et al., 2007). Evidências convincentes 

apoiaram o envolvimento de expressão anormal do transportador de dopamina (DAT) na 
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neurobiologia do TAB. É notável que o polimorfismo de nucleotídeos no gene do DAT 

são significativamente prevalentes em pacientes com TAB  (PINSONNEAULT et al., 

2011ª). Além disso, estudos de vias genéticas tendem a associar variantes no gene DAT1 

humano ao aumento de susceptibilidade ao TAB (GREENWOOD et al., 2006ª). Algumas 

dessas variantes, como rs27072 C> T, têm importantes consequências funcionais na 

homeostase da DA, como demonstrado pela redução da expressão de DAT na superfície 

celular de estudo com cultura de células (HORSCHITZ et al., 2005)  (PINSONNEAULT 

et al., 2011ª). Animais com deleção genética de DAT (DAT-KO) (BARR et al., 2004) ou 

com redução da expressão de DAT (DAT-KD) (YOUNG; HENRY; GEYER, 2011) 

apresentam  traço hiperdopaminérgico e alterações comportamentais marcantes que se 

assemelham a mania em testes comportamentais de avaliação de locomoção em roedores.  

Com base nas evidências acima mencionadas e o envolvimento de DAT na 

susceptibilidade ao TAB, a administração de GBR12909 [1- {2- [bis- (4-fluorofenil) 

metoxi] –etil} -4- (3-fenilpropil) piperazina] foi proposta no início desta década como um 

modelo farmacológico viável para indução da mania. O GBR 12909 é um inibidor do 

DAT de longa duração, com alta afinidade e um rápido início de ação. Importante 

ressaltar que  o modelo de mania induzido por GBR12909 é baseado na etiologia do TAB, 

em que os polimorfismos no DAT humano foram associados ao endofenótipo bipolar 

(GREENWOOD et al., 2006) (PINSONNEAULT et al., 2011a). A administração aguda 

de GBR12909 em roedores induziu várias características do comportamento semelhante 

à da mania, como hiperatividade e exploração aumentada (YOUNG et al., 2010a), bem 

como impulsividade e comportamento de risco (J. et al., 2013). Até o momento, a validade 

de face deste modelo de mania foi avaliado pela determinação da hiperlocomoção 

imediatamente após a administração do GBR12909 (YOUNG et al., 2010a). A validade 

preditiva deste modelo foi determinado pelo uso dos medicamentos estabilizadores do 

humor como valproato (VAL) (VAN ENKHUIZEN et al., 2013) e lítio (Li) na reversão 

de efeitos induzidos por GBR12909 (QUEIROZ et al., 2015) e a validade de constructo 

pela sua ação como inibidor do DAT e estimulação do estado hiperdopaminérgico. De 

maneira geral, o uso do inibidor seletivo de DAT, GBR12909, emergiu como um modelo 

animal com validade adequada para a mania apresentando um grande potencial para a 

triagem de novos medicamentos eficazes para o tratamento do TAB. Vale destacar que a 

maioria dos grupos de pesquisa utiliza a administração aguda do GBR12909 como 

modelo de mania. 
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O estudo do modelo animal tipo mania induzido por GBR12909 busca contribuir 

com a investigação de vias fisiopatológicas do TAB e também como via para descoberta 

de novas substâncias com potencial farmacológico para esse transtorno. 

 

 

1.3 Tratamento farmacológico do transtorno bipolar  

 
 

O tratamento farmacológico para o TAB tem papel determinante e 

inquestionável, e é realizado, tanto agudo quanto profilaticamente, principalmente, com 

estabilizadores do humor. Entretanto, uma grande quantidade dos pacientes tem 

recorrência de episódios de alteração do humor durante a vida, mesmo em uso da 

medicação adequada. Estudos demonstraram que 40% dos pacientes em tratamento para 

o TAB apresentaram recaídas em um ano e 73% apresentaram recaídas em cinco anos. 

Sabe-se que as recaídas pioram a evolução do transtorno, aumentando a ocorrência de 

novos episódios, diminuindo o intervalo entre estes e piorando o atividade psicossocial 

(VIETA; SANCHEZ-MORENO, 2008).  

Nas últimas décadas, a preocupação com a farmacoterapia para o TAB aumentou 

significativamente devido as limitações existentes relacionadas a resposta ao tratamento. 

De fato, o fármaco de primeira escolha, o lítio, está associado a efeitos colaterais sérios 

que interferem na rotina do paciente de forma complexa e onerosa (CIPRIANI et al., 

2011) (YILDIZ et al., 2015). Além disso, nenhum fármaco provou eficácia em todas as 

fases do TAB (SMITH et al., 2007). Portanto, o uso de modelos animais com validade 

preditiva devem, em última instância, ajudar no desenvolvimento de novas formas de 

tratamento, seguras e potencialmente efetivas para este transtorno complexo (LOGAN; 

MCCLUNG, 2016).  

O presente estudo escolheu para efeito de comparação com a atividade da 

minociclina (MINO) no modelo animal de mania induzido pelo inibidor do transporte de 

dopamina, GBR12909, o carbonato de lítio (Li) e o valproato de sódio (VAL). Lítio, 

protótipo para o tratamento do TAB como estabilizador do humor (KETTER et al., 2016) 

e Valproato, um anticonvulsivante que vem sendo prescrito para o TAB em substituição 

ao Li ou, adicionado a ele, e que apresenta resposta clínica principalmente para pacientes 

com ciclagem rápida. (MORENO et al., 2004). 
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1.3.1 Carbonato de Lítio 

A utilização terapêutica inicial do lítio em 1840, na forma de carbonato, 

designava-se ao tratamento da gota e das patologias consideradas na época associadas ao 

excesso de ácido úrico no organismo. A hipótese para essa indicação terapêutica procedeu 

da observação de que o carbonato de lítio diluía o ácido úrico em estudos in vitro. Desde 

então, o uso do lítio se ampliou, tornando-se recomendado, mesmo sem fundamento 

científico, para o tratamento de diversas enfermidades e como promotor de saúde. 

Entretanto, surgiram muitos casos de toxicidade e o lítio permaneceu negligenciado até as 

observações de John Frederick Joseph Cade, na década de 1940. Cade julgava que os 

quadros de pacientes com mania provinham de alterações na concentração de ácido úrico 

no organismo dos portadores, e assim realizou o primeiro estudo do efeito terapêutico de 

lítio no controle agudo da mania. Encontrou um efeito positivo nos 10 portadores de 

mania em que testou a nova medicação (ZUNG; MICHELON; CORDEIRO, 2010) e, 

desde então, o Li continua a ser o melhor tratamento estabelecido a longo prazo para o 

TAB. E embora seu uso já venha há mais de 50 anos, a eficácia vem de ensaios clínicos 

em que o Li foi incluído como um comparador ativo. Possui atividade terapêutica no risco 

ao suicídio em torno de 50% em pacientes com TAB, entretanto, os benefícios do Li são 

limitados frente aos efeitos colaterais e ao seu baixo índice terapêutico (GEDDES; 

MIKLOWITZ, 2013). 

Embora sua indicação terapêutica para o TAB seja bem-conceituada, seu 

mecanismo de ação não é totalmente compreendido. Seus efeitos farmacológicos 

conhecidos incluem a inibição da glicogênio sintase quinase-3ß (GSK3ß), enzima que 

participa de muitos processos homeostáticos mas que no TAB apresenta-se alterada, 

regulação de neurotrofinas e do receptor de ácido amino-3-hidroxil-5-metil-4-

isoxazolepropiónico (AMPAR), entre outros efeitos , (GIDEONS et al., 2017), os quais 

refletem na sua atividade antioxidante, anti-inflamatória e anti-apoptótica, (JORNADA 

et al., 2011) (DA-ROSA et al., 2012) (VALVASSORI et al., 2017), relevantes na 

atividade molecular como estabilizador do humor.  

Dentre as atividades conhecidas e relevantes no mecanismo de ação do TAB 

estão seu papel como antioxidante e como inibidor da enzima GSK3ß. Como antioxidante 

para o  TAB  é reconhecido em diversos estudos através da análise de sua atividade em 
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parâmetros de enzimas antioxidantes como a glutationa reduzida (GSH) e os níveis de 

malonaldeído (MDA), produto da peroxidação lipídica e da superóxido dismutase (SOD) 

(CUI et al., 2007) (VALVASSORI et al., 2015), indicando a relação das espécies reativas 

de oxigênio (EROS) com a via de indução de morte celular no TAB bem como com a 

desregulação em vias de fosforilação como a da GSK3ß. Ao inibir a GSK3ß, fator central 

no seu mecanismo de ação e, de fato, a sua atividade na estabilização do humor, devido 

a sua capacidade de se ligar a essa proteína pela competição com Mg2+ ao sítio de ligação 

da GSK3ß. Além disso, o Li também aumenta a fosforilação da GSK3ß, atuando nesse 

ponto como um mecanismo de amplificação para a inibição direta desta proteína nos 

níveis terapêuticos deste estabilizador do humor. A importância da inibição da GSK3ß 

nos transtornos de humor foi verificada em modelos animais usando camundongos 

knockin de GSK3ß, os quais expõem aumento da hiperatividade locomotora induzida por 

anfetamina com e aos comportamentos semelhantes a depressão induzidos pelo estresse. 

Esse fato demonstra que uma ativação anormal da GSK3ß, pode aumentar 

susceptibilidade a ambos os pólos apresentados em transtornos bipolares, reforçando que 

a atividade desenfreada da GSK3ß pode contribuir para mecanismos patológicos 

envolvidos no transtorno bipolar. Em contrapartida, é importante observar a concentração 

terapêutica de Li, pois acima de ~ 1 mM é tóxico, provavelmente pelo efeito inibitório 

direto da GSK3ß. Logo, a indução da fosforilação inibitória da GSK3ß pelo lítio pode ser 

crítica para a sua eficácia terapêutica e tolerabilidade, reforçando que embora o Li 

apresente ativa resposta no TAB, há a necessidade de novos medicamentos com menos 

efeitos colaterais e potencialmente tóxicos (BEUREL; GRIECO; JOPE, 2015), pois a 

preocupação com seus efeitos nocivos e qual manejo clínico escolher (Quadro 2), com a 

perspectiva de tratamento para o TAB e para a qualidade de vida dos pacientes é uma dos 

grandes motivos de pesquisa de novas estratégias terapêuticas para esse transtorno. 
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Quadro 2: Efeitos colaterais do Lítio e seu manejo (ZUNG; MICHELON; 

CORDEIRO, 2010) 
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1.3.2 Valproato de Sódio 

O ácido valproico (VAL), um inibidor da histona desacetilase, é comumente 

prescrito para pacientes com epilepsia e TAB por seus efeitos anticonvulsivos e 

estabilizadores do humor. Exerce efeitos antiepilépticos através da modulação de várias 

vias, tais como a inibição das desacetilases de histonas (HDACs) e da glicogênio sintase 

quinase, GSK3ß, supressão da transaminação de ácido butírico de aminoácidos gama e 

excitabilidade neuronal mediada por N-Metil D-Aspartato, bloqueando os canais de 

cálcio e de sódio. A eficácia, a tolerabilidade e a segurança do VAL foram comprovadas 

para vários tipos de convulsões.  No TAB, avanços na pesquisa pré-clínica indicam que 

seu papel neuroprotetor, possuindo propriedades anti-inflamatórias, antiapoptóticas e 

neurotróficas (CHEN et al., 2014), características que reforçam sua prescrição para o 

TAB em consonância com sua ação nas vias de fisiopatologia deste transtorno. 

Clinicamente isso é observado através de suas propriedades antimaníacas equivalentes ao 

Li, com indícios do seu papel nas recaídas dos pacientes quando no estado maníaco. 

Levando em consideração sua atividade terapêutica como inibidor das histonas, 

que atuam como invólucro e organização do DNA, e seu envolvimento na fisiopatologia 

do TAB, vale ressaltar que essas proteínas têm locais onde se ligam grupos acetil, e 

quando estas são acetiladas por enzimas acetiltransferase, elas facilitam a ligação de 

fatores de transcrição ao DNA. Em contraste, as enzimas histonas desacetilase (HDAC) 

são responsáveis pela remoção dos grupos de acetil das histonas, condensando o DNA e 

inibindo a transcrição do gene. Estudos demonstraram que a modulação da atividade de 

HDAC pode ser um alvo terapêutico de fármacos para o TAB como o Li e o Val, onde o 

valproato foi capaz de reverter distúrbios associados ao estresse oxidativo, as 

neurotrofinas e alterações comportamentais em modelos animais de depressão (LOPES-

BORGES et al., 2014).  

Ademais, embora sua prescrição para o TAB esteja instituída como uma 

alternativa ao Li e aos antipsicóticos dependendo do estágio do paciente, algumas 

limitações são associadas ao tratamento com VAL, desde falta de efetividade na 

totalidade dos pacientes, apesar com resposta melhor em pacientes com ciclagem rápida 

ou episódios mistos, demonstra ser menos ativo que os antipsicóticos usados na mania 

aguda. Também exibe uma predisposição a efeitos colaterais, interações farmacológicas 

com outros fármacos também prescritos para o transtorno, além do potencial teratogênico 
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e da necessidade de monitorização terapêutica (FREEMAN; STOLL, 1998). Dessa 

forma, apesar do uso estabelecido do VAL para o transtorno, suas limitações indicam e 

avigoram que assim como o Li e as outras alternativas de tratamento, há necessidade de 

pesquisa e investigação de novos fármacos, com menos efeitos colaterais e mais 

efetividade, reforçando o trajeto e a hipótese inicial deste trabalho. 

 
1.4 Redirecionamento de fármacos para o tratamento do TAB 

 
A etiologia do TAB ainda não é totalmente conhecida e, relacionado a isto, 

nenhum agente terapêutico foi desenvolvido especificamente com base na compreensão 

da fisiopatologia do transtorno, gerando a necessidade de medicamentos com mecanismo 

de ação diversos para tratamentos efetivos. Nesse contexto, medicamentos como lítio, 

valproato, carbamazepina e antipsicóticos atípicos são utilizados para o tratamento da 

mania. Embora essas drogas tenham atividade terapêutica para muitos indivíduos com 

TAB, problemas significativos ainda permanecem, como tolerabilidade e eficácia. A 

adesão ao tratamento também é afetada por efeitos adversos, tais como sedação e ganho 

de peso. Portanto, existe uma necessidade urgente de desenvolver novos tratamentos mais 

diligentes para o TAB (AHMAD et al., 2016). 

Para tanto, estudos pré-clínicos vêm buscando contribuir com a investigação de 

novas substâncias através dos testes em modelos animais. Temos como exemplo a 

investigação por nosso grupo de pesquisa da atividade do ácido lipóico no modelo animal 

de mania induzido por d-anfetamina, com promissores resultados (MACÊDO et al., 

2012). 

A busca por novas sustâncias terapêuticas pode seguir dois caminhos: i) 

descoberta de  substâncias novas sem nenhum uso terapêutico ainda na clínica, ii) 

substâncias já prescritas para outra finalidade, mas devido a atuar em vias da 

fisiopatologia do transtorno estudado, serem úteis de forma a que pesquisas possam 

sugerir o redirecionamento ou ampliação de sua indicação, contribuindo para que 

substâncias que já estão no mercado possam com comprovação científica ampliar sua 

indicação na clínica. 

Um medicamento que é aprovado para uma certa indicação não limita que esta 

seja a única admissível, e que o medicamento só possa ser prescrito para ela. Outras 

indicações podem estar sendo, ou vir a ser pesquisadas, as quais, submetidas ao órgão 
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responsável, e quando terminados os estudos, poderão vir ser aprovadas. Estudos 

concluídos ou realizados após a aprovação inicial podem, por exemplo, expandir o uso 

do medicamento para outra faixa etária, para uma fase distinta da mesma doença para a 

qual a recomendação foi aprovada, ou para uma outra patologia, assim como o uso pode 

se tornar mais limitado do que inicialmente se aprovou. Uma vez comercializado o 

medicamento, enquanto as novas indicações não são aprovadas, seja porque as evidências 

para tal ainda não estão concluídas, ou porque a agência reguladora ainda as está 

avaliando, é possível que um médico já veja a necessidade de prescrever o medicamento 

para um seu paciente que tenha uma delas. É possível ocorrer situações de um médico 

querer tratar pacientes que apresentem uma certa condição que, por afinidade com outra 

análoga, ou por base fisiopatológica, ele creia que que a prescrição de um determinado 

medicamento ainda não aprovado para determinada indicação possa vir a favorecer o 

tratamento. O medicamento sendo empregado nas circunstâncias propostas acima está 

caracterizado o uso off label do medicamento, ou seja, o uso ainda não aprovado para 

aquela indicação. O uso off label de um medicamento é feito por responsabilidade do 

médico que o prescreve, e pode vir a assinalar-se como um erro médico, mas em grande 

parte das vezes trata-se de uso essencialmente correto, apenas ainda não aprovado 

(ANVISA,2017). 

Com o aumento das pesquisas e descoberta dos processos fisiopatológicas de 

transtornos mentais e vias de atuação de fármacos, o uso off-label é algo que vem 

aumentando. Entretanto, como já citado, a comprovação científica é o que pode reforçar 

e indicar de forma documentada uma nova indicação a um medicamento já estabelecido 

no mercado. Esse ponto é de grande contribuição para a população, pois assim, os 

medicamentos já terão disponibilidade para compra e tratamento, bem como o custo ser 

mais acessível, e isso contribuir de forma extremamente significativa para o tratamento 

de transtornos mentais como no caso da mania. 

Portanto, o presente trabalho buscou contribuir investigando, a partir de 

indicações na literatura de uma substância já estabelecida no mercado com indicação 

como antibiótico, a minociclina, e seu potencial em transtornos mentais devido a sua 

atividade antioxidante, anti-inflamatória, e regulatória em processos de neurotoxicidade 

relacionadas a neurotransmissores como serotonina e glutamato.(KIM; SUH, 2009) 

(FUJITA et al., 2012). Tendo como finalidade principal investigar sua atividade no 
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modelo animal de mania, visto que nesse transtorno, ainda não há literatura indicando seu 

potencial terapêutico. 

 

1.5 Minociclina nos transtornos psiquiátricos 

A minociclina é uma tetraciclina semi-sintética de segunda geração que tem uso 

terapêutico há mais de 30 anos devido a suas propriedades antibióticas contra bactérias 

gram-positivas e gram-negativas. É uma molécula com características lipofílica, o que 

lhe confere a capacidade de atravessar a barreira hematoencefálica de seres humanos 

melhor do que outras tetraciclinas. É facilmente absorvida pelo intestino após ingestão 

oral, o que implica em apresentar baixa tendência a produzir resistência bacteriana 

(MIYAOKA et al., 2007).  

 Apresenta excelente biodisponibilidade por via oral, com meia vida de 11-22 

horas, o que a permite atingir concentração plasmática 12 vezes superior aos outros 

compostos do grupo. Outra propriedade deste fármaco é sua organização molecular que 

lhe garante ter até cinco vezes mais afinidade por lipídios que as demais tetraciclinas em 

pH fisiológico, o que proporciona alta difusão através das membranas fosfolipídicas, e 

permite obter concentrações clinicamente diligentes no Sistema Nervoso Central (SNC) 

(OLIVEIRA et al., 2014).  

É usada principalmente no tratamento da acne vulgar e algumas doenças 

sexualmente transmissíveis. Recentemente, tem sido relatado que as tetraciclinas podem 

exercer uma variedade de ações biológicas que são independentes da sua atividade 

antimicrobiana, incluindo atividade antiinflamatória e anti-apoptótica, inibição da 

proteólise, angiogênese e metástase tumoral. Essas descobertas dizem especificamente 

respeito à minociclina. Descobriu-se também que possui diversos efeitos biológicos não-

antibióticos que são benéficos em modelos experimentais de várias doenças com base 

inflamatória, incluindo dermatite, periodontite, aterosclerose e distúrbios auto-imunes 

como artrite reumatóide e doença inflamatória intestinal. Além disso, a minociclina 

também surgiu  como a substância mais eficaz derivada de tetraciclina com papel 

neuroprotetor (GARRIDO-MESA; ZARZUELO; GÁLVEZ, 2013) (DEAN et al., 

2012a). 

Dessa forma, vários estudos têm destacado o papel potencial da minociclina, 

segunda geração de tetraciclina (Figura 6), com sua característica de atravessar a barreira 



37 

 

hematoencefálica (ESALATMANESH et al., 2016)  como agente neuroprotetor contra 

múltiplas condições neurodegenerativas e neuroinflamatórias, como Parkinson 

(QUINTERO et al., 2006), Huntington (KUMAR; CHAUDHARY; MISHRA, 2013),  

doença de Alzheimer ((EL-SHIMY; HEIKAL; HAMDI, 2015), esquizofrenia, depressão 

e autismo (ESALATMANESH et al., 2016) (RÉUS et al., 2015). As propriedades 

neuroprotetoras da minociclina são atribuídas, em parte, devido aos efeitos na inibição 

das células da glia 

(astrócito / microglia), caspase 1 e iNOS (MIYAOKA et al., 2007), além de poder 

também estar implicada a sua associação à preservação de integridade mitocondrial e 

citocromo c (CHEN et al., 2012). 

 Seus efeitos benéficos nos transtornos mentais foram atribuídos ao seu 

importante papel anti-inflamatório com atividade regulatória sobre agentes pró-

inflamatórios, incluindo o óxido nítrico, o fator de necrose tumoral-α e interleucina-1β,  

suas propriedades neurotróficas, antioxidantes e propriedades anti-apoptóticas (KRAUS 

et al., 2005) (GARRIDO-MESA; ZARZUELO; GÁLVEZ, 2013) (KIM; SUH, 2009). 

Nos últimos anos, os benefícios da minociclina para o tratamento de transtornos 

psiquiátricos vem sendo explorado (DEAN et al., 2012a). Estudos em animais mostraram 

que a minociclina diminui o efeito neurotóxico induzido pelo glutamato, como também 

da serotonina e da dopamina no córtex pré-frontal, além de sua capacidade de promover 

a neurogênese. Quanto as desordens do humor, alguns estudos evidenciaram o potencial 

da minociclina como tratamento adjuvante para depressão bipolar (HUSAIN et al., 2017) 

(SAVITZ et al., 2012) e depressão unipolar (MIYAOKA et al., 2012). 
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No entanto, há uma falta de estudos sobre os possíveis efeitos da minociclina na 

mania, bem como explorar os possíveis mecanismos relacionados a esta ação.  

Acredita-se que esse seu potencial de diminuir o efeito neurotóxico induzido 

pelos neurotransmissores glutamato e dopamina, sua atividade na neurogênese, como 

antioxidante e antiinflamatório corroborem para possível atuação nas vias 

fisiopatológicas do TAB, sendo assim uma substância a ser mais investigada tanto em 

estudos pré-clínicos quanto clínicos da mania do TAB (DEAN et al., 2012a) (DEAN et 

al., 2017).  

 
 

 

Figura 6. Estrutura química da tetracilina e da minociclina (GARRIDO-MESA; 

ZARZUELO; GÁLVEZ, 2013) 

Figura 5 – Efeito clínico da Minociclina com atividade antibiótica e não antimicrobiana 
(Adaptado de (GARRIDO-MESA; ZARZUELO; GÁLVEZ, 2013) 
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1.6 Relevância e Justificativa 

Os transtornos psiquiátricos se caracterizam por alterações nos âmbitos mentais 

que envolvem primariamente atividade desregulada de neurotransmissores e 

consequentemente na ação em áreas cerebrais que intervém no comportamento de 

indivíduos que são acometidos e em suas atividades sociais e psicológicas com prejuízos 

familiares, laborais e financeiros, sendo dessa forma um campo de necessário interesse 

de pesquisadores da área de saúde mental ao redor de todo o mundo. 

Dentre esses transtornos, o TAB vem sendo objeto de investigação de vários 

grupos de pesquisa, haja vista a prevalência de em torno de 2% da população mundial, 

acometendo homens e mulheres no mesmo percentual e com alterações de humor, 

memória, cognitiva, de trabalho e havendo uma grande relação entre o transtorno e o 

acometimento de suicídio, sendo assim um grande problema de saúde pública. 

Embora os estudos acerca do TAB sejam intensos, seu tratamento farmacológico 

ainda permanece com significativas limitações, tendo um arsenal terapêutico curto e com 

baixa efetividade clínica, além dos efeitos colaterais que influenciam na adesão ao 

tratamento dos pacientes. O principal fármaco para tratamento do TAB é o carbonato de 

Lítio, que atua há décadas como principal escolha, embora apresente potencial efeito 

tóxico. 

Na busca de novos tratamentos farmacológicos evidencia-se a necessidade de 

modelos animais robustos e confiáveis em termos de semelhança comportamental, 

fisiopatológica e a resposta aos tratamentos conhecidos. Novos modelos animais para o 

TAB são necessários, visando compreender melhor sua fisiopatologia e também 

contribuir como meio de novos tratamentos. Vale destacar que os modelos animais mais 

utilizados mimetizam apenas fases distintas do transtorno, como mania ou depressão. No 

caso específico da simulação de comportamentos tipo mania o comportamento mais 

avaliado é a hiperlocomoção, que simularia a agitação psicomotora dos pacientes. Vale 

destacar que uma investigação comportamental mais ampla se faz necessária para o 

melhor dimensionamento dos efeitos dos fármacos estudados através destes modelos.   

Neste contexto, o presente estudo se propôs a investigar o efeito do GBR 12909 

uma substância com ação inibidora do DAT, através da análise inicial de curva dose x 

resposta com administração aguda do GBR 12909 e posterior adequação a protocolos já 

estabelecidos como o protocolo de mania induzido por anfetamina, com 14 (quatorze) 

dias de tratamento nos protocolos de prevenção e reversão. Feito isso, buscando novas 
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alternativas de fármacos, foi administrado nos animais em que foi induzido o modelo tipo 

mania do TAB com GBR 12909, a minociclina, uma tetracilina que vem se mostrando 

nos últimos anos com potencial neuroprotetor e efeitos clínicos em transtornos 

psiquiátricos como depressão e esquizofrenia, e a comparação do seu efeito aos de grupos 

tratados com Li e Val. 

Logo, pesquisas que investiguem tanto novos modelos animais em psiquiatria, 

bem como novos fármacos, ou mesmo o redirecionamento destes, como no caso da 

minociclina, se mostram de grande relevância, já que com resultados significativos 

podem agir de forma translacional atuando como uma ponte e contribuição dos estudos 

pré-clínicos na atividade e prática clínica de pacientes e profissionais da área de saúde 

mental. 
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2.0 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral  

� Estudar alterações comportamentais e neuroquímicas no modelo animal de 

mania induzido pela administração aguda ou repetida do inibidor do DAT, GBR 12909, 

determinando também os efeitos preventivos e terapêuticos de drogas estabilizadoras do 

humor e da minociclina, como estratégia de redirecionamento de fármaco no tratamento 

da mania. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

Capítulo I:  

• Determinar o curso temporal (no período de 24h) das alterações comportamentais, 

oxidativas e neurotróficas induzidas pela administração aguda do inibidor do DAT, 

GBR12909; 

• Determinar o efeito preventivo dos estabilizadores do humor, lítio (Li) e Valproato 

(VAL) no modelo de mania por GBR12909; 

Capítulo II: 

• Avaliar os efeitos da minociclina nas doses de 25 e 50mg/kg na prevenção e reversão 

das alterações comportamentais (hiperlocomoção e comportamento de risco) e 

neuroquímicos [glutationa (GSH), substância reativa a ácido tiobarbitúrico (TBARS) e 

níveis de BDNF] em camundongos submetidos à administração repetida do inibidor do 

transporte de dopamina, GBR12909; 

Capítulo III: 

• Investigar os efeitos da minociclina nas doses de 25 e 50mg/kg na reversão e prevenção 

das alterações comportamentais (memória de trabalho, ansiedade, comportamento de 

risco e interação social;  

• Avaliar as alterações hipocampais na expressão de DAT e IBA1 (marcador de ativação 

microglial) em animais submetidos ao modelo de mania por administração repetida de 

GBR12909 e tratados com minociclina; 
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3.0 METODOLOGIA 

 

3.1 Animais  

 

Foram utilizados Camundongos Swiss machos adultos (25-30g), provenientes do 

Biotério Central da Universidade Federal do Ceará (UFC), mantidos a um ciclo 

claro/escuro inverso de 12 h e ambientados em grupos de 8 animais com livre acesso a 

comida e água. O projeto foi aprovado pelo Comitê de ética e uso de animais (CEUA) da 

UFC sob número 137/14 e os experimentos foram conduzidos de acordo com diretrizes 

do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). 

3.2 Drogas 

Os animais receberam injeções intraperitoneais (i.p) de cloridrato de minociclina 

(Sigma Aldrich, St Louis, USA, Mino 25 ou 50mg/kg) dissolvida em 2% de 

dimetilsulfoxido (DMSO). GBR 12909 dihidrocloridrato (Sigma, St. Louis, USA) 

10mg/kg, Carbonato de Lítio 47,5 mg/kg (Li; Sigma, St Louis, USA) foi dissolvido em 

água destilada e Valproato de Sódio 200mg/kg (VAL, Life Pharmaceutical Company) 

dissolvido em Solução Salina 0,9%. Grupos controle receberam Solução Salina 0,9%. 

Todas as soluções foram administradas em um volume de 0,1 ml a cada 10g de peso 

corporal.  

3.3 Desenho Experimental  

Os experimentos foram divididos em três tipos de protocolos: Protocolo I: curva 

dose x tempo das alterações comportamentais e de estresse oxidativo induzidas por GBR 

12909 (Figura 7) e determinação da atividade preventiva do lítio e valproato em 

parâmetros comportamentais e oxidativos induzidos pela administração aguda de GBR 

12909 (Figura 8). 
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PROTOCOLO I (a) - GBR 12909 como um modelo animal de mania: curso 

temporal de alterações comportamentais e oxidativas em áreas cerebrais e efeito de 

fármacos estabilizadores do humor 

Figura 7 – Protocolo experimental 1 

 

 

Camundongos Swiss foram submetidos a uma administração de GBR12909 e submetidos a avaliação 
locomotora e de parâmetros de estresse oxidativo (GSH e TBARS), 2, 4, 8, 12 ou 24 h pós-GBR12909.  

Fonte: Própria autora 
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Figura 8 – PROTOCOLO EXPERIMENTAL I (b): Prevenção por estabilizadores 

do humor 

 

 

 

 

Camundongos Swiss foram tratados por 3 dias com medicações estabilizadoras do humor, lítio ou 
valproato ou salina. No terceiro dia receberam uma administração de GBR12909 ou salina e foram 
avaliados 2 h após para a determinação de alterações locomotoras e oxidativas. O tempo de 2 h foi 
escolhido baseando-se que nesse período o fármaco já iniciou sua atividade farmacológica após 
administração. 

Fonte: Figura elaborada pela autora 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tratamento 

durante 3 dias 
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Protocolo II: Determinação da prevenção e reversão (tratamento de 14 dias) nos 

parâmetros comportamentais, oxidantes e neurotróficos de animais submetidos ao modelo 

de mania induzido por GBR 12909 pela minociclina;  

PROTOCOLO II - Efeito da minociclina no modelo de mania induzido por 

GBR12909 em camundongos: papel de mecanismos antioxidantes e neurotróficos 

Figura 9 – Protocolo experimental II 

 

 

 

Fonte: Figura elaborada pela autora 

Diferentes grupos de camundongos Swiss foram submetidos a protocolos e prevenção ou reversão, 
ambos durando 14 dias. No protocolo de prevenção os animais receberam Salina, Lítio ou Minociclina 
(Mino) nas doses de 25 ou 50 mg/kg por 7 dias e foram tratados por mais 7 dias com as estratégias de 
prevenção e 30 min após com GBR12909. No protocolo de reversão os animais receberam GBR12909 
por 7 dias e por mais sete dias receberam além do GBR12909 Salina, Lítio ou Minociclina (Mino) nas 
doses de 25 ou 50 mg/kg. 2 h após a última administração das drogas os animais foram submetidos ao 
teste do campo aberto e teste do odor do gato e tiveram seus cérebros dissecados para a avaliação de 
parâmetros de estresse oxidativo e BDNF.  

Legenda: GBR = GBR12909 10 mg/kg intraperitoneal (i.p.); Sal = salina 0,9% i.p.; Li = lítio 47,5 mg/kg i.p.; MINO25 = Minociclina 
25 mg/kg via oral (i.p.); MINO50 = minociclina 50 mg/kg v.o. 

Tratamento 

durante 14 dias 



46 

 

Protocolo III: Determinação da prevenção e reversão de parâmetros 

comportamentais e de alterações na expressão de proteínas hipocampais pela minociclina 

(Figura 10).  

Figura 10 - Protocolo experimental III: avaliação de memória e de comportamentos 
relacionados a ansiedade em animais submetidos ao modelo de mania induzido pela 
administração repetida de GBR12909 e tratados com estabilizadores do humor e 
minociclina 

 

 

 

 

 

Fonte: Figura elaborada pela autora 

Diferentes grupos de camundongos Swiss foram submetidos a protocolos e prevenção ou reversão, ambos 
durando 14 dias. No protocolo de prevenção os animais receberam salina, lítio ou Minociclina (Mino) nas 
doses de 25 ou 50 mg/kg por 7 dias e foram tratados por mais 7 dias com as estratégias de prevenção e 30 
min após com GBR12909. No protocolo de reversão os animais receberam GBR12909 por 7 dias e por 
mais sete dias receberam além do GBR12909 salina, lítio ou Minociclina (Mino) nas doses de 25 ou 50 
mg/kg. 2 h após a última administração das drogas os animais foram submetidos aos testes de labirinto em 
Y (avaliação da memória de trabalho), interação social e labirinto em cruz (avaliação da ansiedade) e 
tiveram seus cérebros dissecados para a avaliação de parâmetros de estresse oxidativo e BDNF.  

Legenda: GBR = GBR12909 10 mg/kg intraperitoneal (i.p.); Sal = salina 0,9% i.p.; Li = lítio 47,5 mg/kg i.p.; MINO25 = Minociclina 
25 mg/kg via oral (i.p.); MINO50 = minociclina 50 mg/kg v.o. 

Tratamento 

durante 14 dias 



47 

 

No primeiro protocolo, grupos foram avaliados nos tempos 2, 4, 8, 12 ou 24 h 

após administração de GBR 12909, bem como foram tratados de forma preventiva com 

Li, Val ou Sal por 3 (três) dias e no último dia (3º dia) 30 min e 2h pós-GBR 12909 foram 

avaliados quanto a alterações na atividade locomotora e testes de avaliação do estresse 

oxidativo. No segundo e terceiro protocolos foram aplicados os delineamentos 

experimentais de prevenção e reversão com a Minociclina nas doses de 25 e 50mg/kg, 

bem como com os estabilizadores de humor, Li e Val, em animais tratados com 

GBR12909. Na etapa de prevenção, buscou-se reproduzir a fase de manutenção do 

tratamento do TAB e na etapa de reversão o tratamento do episódio maníaco conforme 

descrito por (FREY et al., 2006c; YOUNG et al., 2010b). Tanto a etapa de prevenção 

como de reversão duraram ao todo 14 dias. No protocolo de prevenção os animais eram 

tratados nos 7 primeiros dias com Sal, Mino 25 ou 50 mg/kg, i.p. ou com os 

estabilizadores Li 47,5 mg/kg ou Val 200 mg/kg, e nos outros 7 dias a cada um desses 

grupos foi adicionado o GBR 12909 10mg/kg (ip). Na reversão os animais foram tratados 

nos 7 primeiros dias com GBR 12909 10mg/kg (ip) e nos outros 7 dias a cada grupo 

respectivo foi adicionado Sal ou Mino 25 ou 50 mg/kg, i.p. ou com os estabilizadores Li 

47,5 mg/kg ou Val 200 mg/kg (Figura 9).  Cada grupo foi constituído por oito a dez 

animais.  
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3.4 Testes comportamentais 

Os testes comportamentais no período diurno entre 10 e 16 horas. Os animais 

foram transportados para a sala de comportamento nas suas caixas-moradia e foram 

manipulados pela base da cauda em todos os momentos. Essa forma de contenção foi 

escolhida com a finalidade de prevenir que ocorram fraturas, divulsão da pele e 

conseqüentes ferimentos, além disso, tal manobra dificulta que, devido a sua agilidade, o 

animal se vire e morda o operador (PAIVA; MAFFILI; SANTOS, 2005). Eles 

permaneceram nessa sala por pelo menos 24 horas antes do início dos testes para 

ambientação. Durante os testes de comportamento, o ambiente foi mantido com baixa 

luminosidade. 

3.4.1 Campo Aberto 

O teste do campo aberto foi realizado com a finalidade de avaliar a atividade 

locomotora (ARCHER, 1973) dos animais submetidos aos protocolos de tratamento com 

GBR 12909, Carbonato de Lítio, Valproato de Sódio e Minociclina. Foi realizado em um 

campo de 30 cm × 30 cm rodeado por paredes de 15 cm de altura feitas de acrílico. O 

chão preto do campo aberto foi dividido em nove partes iguais por linhas brancas. O 

aparelho foi colocado em uma sala com luz vermelha. Os animais foram cuidadosamente 

colocados no centro do campo e foi permitido que eles explorassem livremente o cenário 

por 1 min (período de habituação). O parâmetro observado foi o número de quadrados 

cruzados (com as quatro patas) de maneira horizontal (crossing) e vertical (rearing) dos 

animais por um período de 5 minutos.  

 

Figura 11 – Desenho representativo para o aparato do teste do campo aberto. 

 

Disponível em: 

https://www.slideshare.net/AdvaithaMv/screening-of-anxiolytics-44529278 
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3.4.2 Teste de interação social  

O teste de interação social visou avaliar a interação social e a atividade motora 

dos animais submetidos aos protocolos de tratamento com GBR 12909, Carbonato de 

Lítio, Valproato de Sódio e Minociclina. O aparato do teste consiste em uma caixa de 

acrílico 60 x 40 cm dividida em três câmaras. Os animais foram capazes de mover-se 

entre as câmaras através de uma pequena abertura (6 x 6cm) em divisores. Nas câmaras 

das extremidades havia uma gaiola de ferro, uma com um camundongo desconhecido e 

do mesmo sexo (câmara social) e outra vazia (câmara oposta). Os animais teste foram 

colocados na câmara central, cada um teve um tempo de 5min de exploração na caixa 

(RADYUSHKIN; HAMMERSCHMIDT, 2009) . Foi medido o tempo gasto em cada uma 

das três câmaras, e a preferência social foi definida como: (% tempo gastado na câmara 

social ) – (% tempo gastado na câmara oposta).  

 

Figura 12 -  Representação do aparato utilizado no teste de interação social 

 

Disponível em: http://www.cebiolog.com.br/comportamento--labirinto--rastreamento.html 
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3.4.3 Teste do labirinto em Y (Y-maze) 

O teste do labirinto em Y visou avaliar a memória de trabalho e o comportamento 

cognitivo exploratório dos animais submetidos aos protocolos de tratamento com GBR 

12909, Carbonato de Lítio, Valproato de Sódio e Minociclina. O labirinto consiste em 3 

braços idênticos de 40 cm de comprimento, 25 cm de altura e 6 cm de largura cada 

convergindo a um ângulo igual. Cada camundongo foi colocado na extremidade de um 

braço e deixado para explorar o ambiente por 8 minutos. A sequência dos braços em que 

os animais entraram foi então anotada e as informações analisadas de forma a determinar 

o número de entradas no braço sem repetição. Uma alternação foi considerada correta se 

o animal visitou um novo braço e não retornou ao braço anteriormente visitado (exemplo 

de alternação correta: braços 1,2,3 ou 3,1,2). Assim, a percentagem das alternações foi 

calculada como a razão entre as alternações corretas (n) e o número de visitas realizadas 

durante o período de observação (n-2), multiplicado por 100 (FRASER et al., 1996), 

(DALL’IGNA et al., 2004). 

 

Figura 13 - Desenho representativo do aparato para o teste Labirinto em Y 

 

 

 

 

 

 

     (STONE et al., 1991) 
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3.4.4 Labirinto em cruz elevado (Plus Maze) 

O labirinto em cruz elevado, originalmente descrito por (PELLOW et al., 1985), 

visou avaliar o comportamento de risco e ansiedade dos animais submetidos aos 

protocolos de tratamento com GBR 12909, Carbonato de Lítio, Valproato de Sódio e 

Minociclina. O aparato é composto de acrílico e coberto por fórmica preta, e consiste em 

dois braços abertos opostos (50x10 cm), e dois braços opostos fechados (50x10 cm). Os 

quatro braços estão elevados 50 cm do chão. O animal é colocado no centro do labirinto 

com a cabeça voltada para um dos braços fechados no início do experimento. Foi 

registrado o tempo de permanência do animal em cada braço (TEBA e TEBF) e o número 

de entradas nos braços abertos (NEBA) e fechados (NEBF), durante 5 minutos. Os 

resultados foram expressos em porcentagem, levando em consideração a atividade de 

entrada e tempo do animal nos braços abertos, já que a exposição nesse braço está 

relacionada com o comportamento de risco que visamos observar. O cálculo da 

porcentagem de TEBA se deu através da multiplicação do tempo em segundos (s) que o 

animal permaneceu nos braços abertos multiplicado por 100 e dividido por 5 minutos, o 

que equivale a 300s em segundos. Já o cálculo da porcentagem do NEBA se deu através 

da número de entradas nos braços abertos multiplicado por 100 e dividido pela soma de 

movimento do animal entre os braços abertos e os braços fechados.  O experimento foi 

realizado numa sala de comportamento isolada de ruídos e com baixa iluminação.  

 
Figura 14 - Desenho representativo do aparato para o teste plus maze 
            

     

 

Disponível em : https://med.stanford.edu/sbfnl/services/bm/ep/bml-plusmaze.html 
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3.4.5 Teste do odor do gato 

O teste do odor do gato visou avaliar o comportamento de risco dos animais 

submetidos aos protocolos de tratamento com GBR 12909, Carbonato de Lítio, Valproato 

de Sódio e Minociclina. Este teste ocorreu sob iluminação de luz vermelha em uma arena 

de teste transparente medindo 40 cm de comprimento x 27 cm de largura x 36 cm de 

altura. Os camundongos foram expostos a duas condições de odor: de gato ou neutra. No 

dia do teste (14º dia), o odor de gato foi obtido esfregando vigorosamente um pano úmido 

(18 × 22 cm) contra a pele de um gato adulto feminino doméstico por 5 min. Para o teste 

com o odor neutro, também foi utilizado um pedaço de tecido umedecido, só que sem 

contato com gatos.  Este procedimento foi realizado 1 h antes da sessão experimental. 

Antes da primeira exposição ao odor de gato, o pano impregnado foi deixado por dez 

minutos na sala teste e os animais foram expostos em suas gaiolas-moradia à tampa de 

acrílico um dia anterior ao teste, por um período de dez minutos, com o intuito de habituá-

los ao aparato.  O pano de odor para gato foi mantido em uma bolsa de plástico selada. 

Cada pano foi usado apenas para uma exposição. As peças úmidas do pano original, não 

esfregadas no gato, foram usadas para o odor neutro. Todas as exposições de odor neutro 

sempre precederam as exposições ao odor do gato, a fim de evitar vestígios de odor de 

gato que influenciem o grupo de odor neutro. A arena de teste e a barreira de esconderijo 

foram lavadas com sabão laboratorial sem perfume e água após cada animal. Para cada 

animal, o teste foi realizado durante 5 min. Os parâmetros gravados foram: o número de 

contatos do pano do gato, o tempo dos contatos do pano do gato e a duração dos eventos  

na área de proteção. O contato do tecido foi definido como contato direto ou sentindo o 

odor ≤ 5 cm do pano. O evento de abrigo foi definido quando a entrada de animais com 

as quatro pernas na área de proteção atrás da barreira de esconderijo (DIELENBERG; 

MCGREGOR, 2001a) (KIRSTEN et al., 2011).   
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Figura 15 - Aparato utilizado para o teste do estímulo olfativo aversivo, onde dois animais foram 
avaliados individualmente e simultaneamente em gaiolas-moradia separadas, contando com (T) 
um tecido impregnado com ou sem o odor de gato e (A) um abrigo no lado oposto (Figura 
adaptada de (KIRSTEN et al., 2011). 

 

 
 3.5 Medição dos níveis séricos de lítio 

Seguindo a decapitação, o soro de cada animal tratado com lítio foi separado por 

centrifugação. Os ensaios foram realizados com um fotômetro de chama digital (AP 

LabNova série 1500, São Paulo, Brasil). Animais apresentaram níveis de lítio no intervalo 

de 0,8-1,1 mEq / l, tal como recomendado para o tratamento de pacientes com TAB 

(HOPKINS; GELENBERG, 2000). 

3.6 Determinação de parâmetros de dano oxidativo  

Os testes para avaliação do estresse oxidativo foram o da determinação de 

Glutationa Reduzida (GSH) e dos Níveis de Espécies Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico 

(TBARS), visando aferir os níveis de Glutationa Reduzida e do Malonaldeído (MDA) nas 

áreas cerebrais corpo estriado, córtex pré-frontal, hipocampo e vermis cerebelar de 

animais submetidos aos protocolos de tratamento com GBR 12909, Carbonato de Lítio, 

Valproato de Sódio e Minociclina. 

3.6.1 Preparação de tecido  

 As amostras de tecido cerebral foram homogeneizadas (10 vezes (w/v) arrefecidas 

com gelo, com 0,1 M de tampão fosfato (pH 7,4). Os homogenatos foram centrifugados 

a 10.000 rpm durante 15 minutos, e alíquotas dos sobrenadantes foram separados e usados 

para a determinação dos parâmetros de estresse oxidativo. 
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3.6.2 Determinação de Glutationa Reduzida (GSH)  

 Os níveis de GSH foram quantificados com o objetivo de avaliar defesas 

endógenas contra o estresse oxidativo. O método é baseado na reação de reagente de 

Ellman (DTNB), com grupos tiol livres. As áreas do cérebro foram diluídas em tampão 

de 0,02 M de EDTA (10% w / v) e adicionadas a uma solução de ácido tricloroacético a 

50%. Após centrifugação (3000 rpm/15 min), o sobrenadante do homogeneizado será 

recolhido e os níveis de GSH determinados  (SEDLAK; LINDSAY, 1968). 

Resumidamente, as amostras serão misturadas com 0,4 M de tampão tris-HCl, pH 8,9 e 

0,01 M de DTNB. Níveis de GSH foram determinados por espectrofotometria a 412 nm, 

calculada com base numa curva padrão de glutationa e expressos como ng de GSH/g de 

tecido úmido.  

3.6.3 Níveis de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS)  

A peroxidação lipídica foi avaliada pela mensuração de substâncias 

tiobarbitúricas ácido-reativas (TBARS) nos homogenatos. As amostras foram 

homogenizadas com tampão fosfato de potássio monobásico 50 mM pH 7,4, 63µL do 

homogenato foi misturado a 100 µL de ácido perclórico 35%, sendo estas centrifugadas 

(7000 rpm/15 min), no qual 150 µL do sobrenadante foram recuperados e misturado com 

50 µL de ácido tiobarbitúrico 1,2%, e em seguida, estas amostras foram aquecidas em um 

banho de água fervente por 30 min. Após o resfriamento, a peroxidação lipídica foi 

determinada por absorbância a 535 nm e foi expressa como µmol tecido malonaldeído 

(MDA) / mg de tecido (OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979).  

 

3.7 Dosagem de BDNF hipocampal  

 

A dosagem de BDNF buscou quantificar na área cerebral hipocampo a neuroplasticidade 

de animais submetidos aos protocolos de tratamento com GBR 12909, Carbonato de 

Lítio, Valproato de Sódio e Minociclina. Os níveis de BDNF  foram quantificados no 

hipocampo por ELISA, através de ensaio imunoenzimático (Kit DuoSet R&D Systems, 

EUA). Resumidamente, as placas para ELISA de 96 poços foram incubadas com o 

anticorpo de captura para BDNF por 18h em temperatura ambiente com 100µL de 

anticorpo para cada poço. Posteriormente, as placas foram lavadas três vezes com 200µL 
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de tampão de lavagem (R&D Systems, EUA) e bloqueadas com 200µL de BSA 1% (R&D 

Systems, EUA) por 1 h. Após o bloqueio, 100µL das amostras ou da curva padrão foram 

adicionadas em cada poço e incubadas por 2 h em temperatura ambiente. As placas foram 

então lavadas três vezes com 200µl de tampão de lavagem e depois incubadas com 

anticorpo de detecção para BDNF em temperatura ambiente por 2 horas. Na etapa 

seguinte, as placas foram lavadas novamente por três vezes com 200µL de tampão de 

lavagem e incubadas com 100 µL de estreptavidina em temperatura ambiente por 20 

minutos. Novamente, as placas foram lavadas três vezes com 200µL de tampão de 

lavagem. Na etapa seguinte, 100 µL da solução substrato para revelação (R&D Systems, 

EUA) foram adicionadas em cada poço e incubadas por 20 min à temperatura ambiente 

protegidos da luz. A reação enzimática foi cessada, adicionando 50 µL solução de parada 

(H2SO4). Enfim, a absorbância foi medida à 450nm. O resultado foi expresso em pg/g de 

tecido. 

3.8 Determinação dos marcadores DAT e IBA através da técnica de Western 

Blotting 

A técnica de western blotting (Towbin et al. 1979; Burnette 1981; Towbin and 

Gordon 1984) (TOWBIN, 1993) também pode ser denominada protein immunoblot e 

consiste na detecção de proteínas específicas em amostras de lisados celulares ou de 

tecidos. Os passos para a elaboração dessa técnica podem ser resumidos em cinco etapas: 

(1) extração e quantificação das proteínas; (2) fracionamento das proteínas da amostra em 

um gel de poliacrilamida; (3) transferências dessas proteínas para uma membrana; (4) 

incubação da membrana com um anticorpo para detectar a proteína específica a ser 

analisada; e (5) revelação dessa membrana para análise dos dados. Ela foi realizada no 

trabalho com a finalidade de determinar os marcadores DAT e IBA nas amostras cerebrais 

de hipocampo dos animais submetidos aos protocolos de tratamento com GBR 12909, 

Carbonato de Lítio e Minociclina. 

3.8.1 Extração de proteínas 

O hipocampo foi macerado com auxílio de cadinho e pistilo em nitrogênio 

líquido. O produto desse processo foi inserido em microtubo contendo 100 µl de tampão 

RIPA (25 mM Tris-HCl pH 7,6; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 1% NP-40; 1% triton-X-

100; 1% deoxicolato de sódio; 0,1% SDS) e inibidor de protease (Sigma Aldrich, EUA, 
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1µL de inibidor de protease: 100µL de RIPA). Em seguida, as amostras foram vortexadas 

por 30 segundos, a cada 10 min por 30 min, e centrifugadas (17 min, 4ºC, 13000 rpm). O 

pellet foi desprezado e o sobrenadante (porção que contém as proteínas) foi transferido 

para um novo microtubo.   

3.8.2 Método Bradford para dosagem de proteína 

 A concentração de proteínas totais na amostra foi determinada pelo emprego de 

reagente de Bradford (Bio-Rad Protein Assay – Dye Reagent Concentrate - BioRad 

Laboratories, Hercules, CA, USA). A ligação à proteína ocorre quando absorção máxima 

da solução ácida Coomassie Brilliant Blue G-250 muda de 465 para 595 nm. Foram 

pipetados 160 µL de amostra e 40 µL de solução de Bradford nas placas e a leitura foi 

feita por espectrofotômetro (595 nm), utilizando-se uma curva de calibração de albumina 

bovina sérica (BSA) de 0,2 a 1,0 mg / mL. 

3.8.3 Western Blotting 

Inicialmente, preparou-se 50 µg de proteína referente a cada amostra, adicionando tampão 

da amostra (BioRad, EUA 65,8 mM Tris-HCl, pH 6,8; 26,3% glicerol; 2,1% SDS; 0,01% 

azul de bromofenol) e β-mecaptoetanol (BioRad, EUA), vortexando por 10s, aquecendo 

no banho maria (95ºC, 5 min) e centrifugando (10000 rpm, 4ºC, 30s). Em seguida, 

realizou-se a eletroforese vertical de proteínas em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-

PAGE) a 60 V nos primeiros 15 min para deposição das amostras no fundo do poço e 120 

V para o restante da corrida, onde foi utilizado gel a 10% e tampão de corrida (25 mM 

Tris; 192 mM glicina; 1% SDS). Após a corrida, efetuou-se a transferência por 

eletroforese das proteínas do gel para a membrana de PVDF (BioRad, EUA, Fluoreto de 

polivinilideno) a 100 V por duas horas em tampão de transferência (25 mM Tris; 192 mM 

glicina; 20% metanol). Após esta etapa, as membranas foram bloqueadas por uma hora 

em agitação constante, para reduzir as ligações inespecíficas, com 5% BSA (Sigma-

Aldrich, EUA) diluído em tampão salina Tris-HCl suplementado com Tween 20 (TBST- 

20 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,1% Tween 20). Em seguida, realizou-se a lavagem 

das membranas com TBST, sendo três lavagens por 10 min cada. Na etapa seguinte, as 

membranas foram incubadas, overnight a 4ºC sob agitação constante, com os anticorpos 

rat anti- DAT IgG primary antibody (1:1000; Abcam, USA) e rat anti-IBA primary 

antibody (1:1000; Wako, USA) diluídos em 1% de BSA em TBS-T. Após esta etapa, 
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realizaram-se três lavagens de 10 min cada com TBS-T. As membranas foram incubadas 

com os anticorpos secundários HRP-goat anti-rabbit IgG (1:1000; Invitrogen, USA) 

ou  HRP-goat anti-mouse IgG (1:1000; Sigma, USA) por duas horas em temperatura 

ambiente. Decorrido este tempo, as membranas foram lavadas 4 vezes, duração de 10 min 

cada, com TBS-T. Enfim, adicionou-se o reagente de quimioluminescência (BioRad, 

EUA, Clarity western ECL blotting substrate) e as membranas foram agitadas por 5 min. 

As imagens das bandas foram capturadas por um sistema de  ChemiDoc™ Imaging 

Systems (Biorad, EUA). A densidade das bandas foi mensurada por meio do software 

Image J (NIH, Bethesda, MD, EUA). 

 

3.8.4 Análise estatística  

A análise dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism versão 6.0 

para Windows, GraphPad Software Inc., San Diego Califórnia EUA Copyright © 1992 – 

2012. Os dados do Protocolo I de experimentos: Curva Dose-Resposta das Alterações 

Comportamentais e de Estresse Oxidativo Induzidas por GBR 12909 foram analisados 

com ANOVA de duas vias seguida pelo teste de comparações múltiplas de Tukey, nos 

pontos de tempo de 2,4, 8, 12 h e 24 h. Os dados do Protocolo II de experimentos: 

Determinação da Atividade Preventiva do Lítio e Valproato em Parâmetros 

Comportamentais e Antioxidantes da Administração Aguda de GBR 12909 foram 

analisados de acordo com ANOVA de uma via seguida pelo teste de comparações 

múltiplo de Tukey. Os dados comportamentais do Protocolo III: Determinação da 

Atividade de Prevenção e Reversão da Minociclina nos Parâmetros Comportamentais, 

Antioxidantes e Neuroquímicos de Animais Submetidos ao Modelo de Mania Induzido 

por GBR 12909 foram analisados por ANOVA de duas vias seguido pelo teste pós-hoc de 

Tukey como teste post hoc para comparações múltiplas, enquanto que os dados 

neuroquímicos foram avaliados por ANOVA de uma via com teste de Tukey post hoc. 

Valores significativos para as análises foram consideradas quando p< 0,05. 
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CAPÍTULO I  

GBR 12909 como um modelo 

animal de mania: curso temporal 

de alterações comportamentais e 

oxidativas em áreas cerebrais e 

efeito de fármacos estabilizadores 

do humor 



60 

 

4.0 Capítulo I – GBR 12909 como um modelo animal de mania: curso temporal de 

alterações comportamentais e oxidativas em áreas cerebrais e efeito de fármacos 

estabilizadores do humor 

 

4.1 Avaliação do comportamento no campo aberto – crossings e rearings 

A hiperlocomoção horizontal (crossing) associada ao aumento da 

hiperlocomoção vertical (rearing) são importantes alterações fenotípicas 

comportamentais freqüentemente avaliadas em modelos animais de mania (MACÊDO et 

al., 2013). Neste contexto, a análise dos dados do número de cruzamentos (Figura 16) 

através de ANOVA de duas vias revelou uma interação significativa "tempo" x "grupo" 

[F (4, 83) = 6.755, p< 0.0001] com efeito principal do "tempo" [F (4, 83) = 7.214, p < 

0,0001] e "grupo" [F (1, 83) = 50,83, p< 0,0001]. O teste post hoc de Tukey mostrou que 

os animais submetidos a uma única administração de GBR12909 apresentaram um 

aumento significativo no número de cruzamentos no tempo de 2 h (p< 0,0001) e 24 h (p< 

0,0001) pós-GBR12909 quando comparados ao controle. O aumento do número de 

cruzamentos nos tempos de 2 e 24 h também foi confirmado pela sua significância 

estatística quando comparado aos tempos de 4 (P <0,01), 8 (P <0,05) e 12 h (P <0,01 ) 

pós-GBR 12909. 

Na avaliação do comportamento de rearing (Fig. 15), a avaliação através de 

ANOVA de duas vias revelou uma interação significativa "tempo" x "grupo" [F (4, 83) = 

4999, p= 0,0012] com efeitos principal do "tempo" [F (4, 83) = 3.774, p= 0,072] e "grupo" 

[F (1, 83) = 24,82, p< 0,0001]. A análise post hoc mostrou que os animais submetidos a 

uma única administração de GBR12909 apresentaram um aumento significativo no 

número de rearings nos tempos de 2 h (P <0,0001) e 24 h (P <0,05) quando comparado 

ao controle. O maior aumento no comportamento de rearings foi observado no tempo de 

2 h pós-GBR12909, uma vez que este resultado foi significativo quando comparado aos 

tempos de 4 h (p< 0,01), 8 h (p< 0,01) e 12 h (p< 0,05 ) pós-GBR12909. 
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Figura 16 - Atividade locomotora horizontal (crossings) e vertical (rearings) no teste 

de campo aberto dos animais avaliados nos tempos de 2, 4, 8, 12 e 24 h após a 

administração de GBR12909 

 

 

 

 

 

Os animais receberam uma única administração de GBR12909 e foram observados 2, 4, 8, 12 e 
24 h após para a determinação do número de crossings (A) e rearings (B) no campo aberto. Cada 
coluna dos gráficos representa a média ± SEM da frequência cruzamentos ou rearings (n = 8-12 
animais por grupo para cada ponto de tempo). * P ≤ 0,05 versus controle em cada ponto de tempo 
respectivo de acordo com ANOVA duas vias seguida pelo teste de comparações múltiplas de 
Sidak, $, &, +p≤ 0,05 versus grupo GBR12909 nos pontos de tempo de 2,4, 8, 12 h e 24 h, 
respectivamente, de acordo com a ANOVA de duas vias seguida teste de comparações múltiplo 
de Tukey.  
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4.2 Avaliação dos níveis de Glutationa Reduzida (GSH) 

Em relação aos níveis de GSH no CPF (Figura 17), a ANOVA de duas vias 

revelou efeitos principais significativos de "tempo" [F (4, 52) = 3,7782, P = 0,0090] e 

"grupo" [F (1, 52) = 42,36, P <0,0001]. Os teste post hoc mostrou que, nesta área cerebral, 

os níveis de GSH diminuíram significativamente nos tempos de 8 (p< 0,05), 12 (p < 

0,0001) e 24 h (p< 0,01) pós-GBR12909 quando comparados a cada respectivo controle. 

A maior diminuição no GSH no CPF foi observada no tempo de 12 h com significância 

de p< 0,01 quando comparado aos grupos de 2 e 4h. No hipocampo, observou-se uma 

interação significativa "tempo" x "grupo" [F (4, 62) = 4.000, p= 0,0060] com efeito 

principal significativo de "grupo" [F (1, 62) = 187,6, p< 0,0001]. Nesta área do cérebro, 

uma redução nos níveis de GSH foi observada em todos os tempos pós-GBR12909 

quando comparados aos respectivos controles (p< 0,0001). A maior diminuição foi 

observada no tempo de 12 h, com significância de p< 0,01 quando comparado aos grupos 

de 8 e 24 h. No CE, também observamos uma interação significativa "tempo" x "grupo" 

[F (4, 60) = 9.371, p< 0.0001] com efeitos principais significativos de "tempo" [F (4, 60) 

= 13.12, p< 0,0001] e "grupo" [F (1, 60) = 288,8, p <0,0001]. Os testes post hoc 

mostraram que os níveis de GSH diminuíram significativamente nos tempos de 2, 4, 8 e 

12 h pós-GBR12909 em relação ao controle em cada tempo respectivo (p < 0,0001). De 

forma semelhante ao PFC e hipocampo, a diminuição dos níveis de GSH no CE foi maior 

no tempo de 12 h pós-GBR12909 (para 2h com significância de  p< 0,0001; para 4 e 8h 

com significância de p< 0,05). 
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Figura 17 - Níveis de glutationa reduzida (GSH) no córtex pré-frontal, hipocampo e 

corpo estriado de animais controle e tratados com GBR 12909 avaliados nos tempos 

de 2, 4, 8, 12 e 24 h pós-GBR12909.  

 

 

Os animais receberam uma única administração de GBR12909 e foram observados 2, 4, 8, 12 e 
24 h após para a determinação dos níveis de GSH no córtex pré-frontal (A), hipocampo (B) e 
corpo estriado (C). Cada coluna representa a média ± SEM dos níveis de GSH (controles n = 6-8 
animais para cada ponto do tempo; GBR 12909 n = 8 animais para cada ponto do tempo). * P ≤ 
0,05 versus controle em cada ponto de tempo respectivo de acordo com ANOVA de duas vias 
seguido por teste de comparações múltiplas de Sidak, #, $, &,% p≤ 0,05 versus GBR 12909 grupo 
nos pontos de tempo de 2, 4, 8 e 24 h, respectivamente, de acordo com ANOVA de dois sentidos 
seguido do teste de comparações múltiplas de Tukey. 
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4.3 Avaliação dos níveis de Malondialdeído 

Em relação à peroxidação lipídica (Figura 18), no CPF, a ANOVA de duas vias 

revelou uma interação significativa "tempo" x "grupo" [F (4, 71) = 21,47, p< 0,0001] com 

os efeitos principais do "tempo" [F (4 , 71) = 20,08, p< 0,0001] e "grupo" [F (1, 71) = 

13,67, p= 0,0004]. Os testes post hoc demonstraram aumentos significativos nos níveis 

de MDA nos tempos de 2 h (p< 0,0001) e 12 h (p< 0,0001) pós-GBR12909 quando 

comparados a cada controle respectivo. Em ambos os tempos (2 e 12 h), o aumento da 

peroxidação lipídica foi significativo quando comparado aos tempos de 4, 8 e 24 h (p < 

0,0001). Uma situação semelhante foi observada nos HC e CE. Nessas áreas do cérebro 

observou-se uma interação significativa "de tempo" x "grupo" (HC - [F (4, 62) = 7,245, 

P <0,0001], ST - [F (4, 62) = 5,432, P = 0,0008]), com os principais efeitos de "tempo" e 

"grupo". A análise post hoc revelou aumentos significativos na peroxidação lipídica nos 

tempos de 2 (p< 0,01) e 12 h (p< 0,05) no hipocampo e CE. No tempo de 2 h pós-

GBR12909, tanto no hipocampo quanto no CE, o incremento na peroxidação lipídica foi 

significativo quando comparado aos tempos de 4, 8 e 24 h (p< 0,001). No tempo de 12 h, 

o aumento foi significativo quando comparado a 8 e 24 h (p< 0,01) 
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Figura 18 - Níveis de MDA no córtex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado de 

animais controle e tratados com GBR 12909 avaliados nos tempos de 2, 4, 8, 12 e 24 

h pós-GBR12909.  

 

 

 

Os animais receberam uma única administração de GBR12909 e foram observados 2, 4, 8, 12 e 
24 h após para a determinação dos níveis de MDA no córtex pré-frontal (A), hipocampo (B) e 
corpo estriado (C). Cada coluna dos gráficos do córtex pré-frontal, hipocampo e estriado acima 
representam a média ± SEM de níveis de MDA (grupo controle n = 6-8 animais por cada tempo 
ponto; GBR 12909 (n = 8 animais para cada ponto do tempo). * P ≤ 0,05 versus controle em cada 
ponto de tempo respectivo de acordo com ANOVA de duas vias seguido pelo teste de 
comparações múltiplas de Sidak, #, $, &,% p ≤ 0,05 versus GBR 12909 nos pontos de tempo de 2, 4, 
8. 12 e 24 h, respectivamente, de acordo com a ANOVA de duas vias seguido do teste de 
comparações múltiplo de Tukey.  
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4.4 Determinação da atividade preventiva do lítio e valproato em parâmetros 

comportamentais da administração aguda de GBR 12909 

 

A administração de Li impediu significativamente a hiperlocomoção observada 

no tempo de 2 h pós-GBR 12909 [F (3, 35) = 16,84, p< 0,01]. No entanto, o VAL não 

impediu esta alteração comportamental, mantendo assim o número de cruzamentos, que 

se apresentou aumentado significativamente quando comparado aos animais controle (p 

< 0,01). O aumento do número de rearings observados 2 h pós-GBR 12909 foi prevenido 

por ambos os fármacos estabilizadores do humor, Li e VAL [F (3, 36) = 8,734, p< 0,01] 

(Figura 18). 
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Figura 19 - Atividade Locomotora no teste de campo aberto de animais pré- tratados 

durante 3 dias com Lítio ou Valproato e submetidos à administração aguda de GBR 

12909  

 

Grupos distintos de camundongos foram tratados por 3 dias com os estabilizadores do humor lítio ou 
valproato e submetidos a avaliação do número de crossings (A) e rearings (B) duas horas pós-
GBR12909. Cada coluna representa a média ± SEM do número de cruzamentos n = 6-8 animais / 
grupo). (a) P ≤ 0,05 versus controle e (b) P ≤ 0,05 versus GBR 12909 de acordo com ANOVA de uma 
via seguido pelo teste de comparações múltiplo de Tukey. 
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4.5 Avaliação dos níveis de GSH e MDA em animais submetidos às estratégias de 

prevenção 

Em relação às alterações pró-oxidantes induzidas por GBR 12909, observamos 

que Li impediu a diminuição dos níveis de GSH observados 2 h pós-GBR12909 no 

hipocampo [F (3, 28) = 8,327, p< 0,05] e CE [F (3 , 25) = 6,076, p< 0,05]. O mesmo 

efeito preventivo foi observado pela pré-administração de VAL apenas no CE (p< 0,01) 

(Figura 20). Ambos os estabilizadores do humor impediram significativamente o aumento 

da peroxidação lipídica (Figura 21) observada 2 h pós-GBR 12909 no CPF [F (3, 43) = 

11,55, p<0,001, hipocampo [F (3, 30) = 6,176, p<0,01] e CE [F (3, 34) = 8,764, p<0,01]. 
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Figura 20 - Níveis de glutationa reduzida (GSH) no córtex pré-frontal, hipocampo e 
estriado de animais pré-tratados durante 3 dias com lítio (Li) ou valproato (VAL) e  
submetidos posterior administração aguda de GBR 12909 

 

 

Grupos distintos de camundongos foram tratados por 3 dias com os estabilizadores do humor lítio ou 
valproato e submetidos a avaliação dos níveis de GSH em tecido cerebral duas horas pós-GBR12909. 
Cada barra representa a média ± erro padrão da média dos níveis de GSH (n = 6-8 animais / grupo). 
(a) P ≤ 0,05 versus controle e (b) P ≤ 0,05 versus GBR 12909 de acordo com ANOVA de uma via 
seguido pelo teste de comparações múltiplas de Tukey. 
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Figura 21 - Níveis de Malondialdeído (MDA) no córtex pré-frontal, hipocampo e 
estriado de animais pré-tratados durante 3 dias com lítio (Li) ou valproato (VAL) e 
submetidos a posterior administração aguda de GBR 12909 

 

 

 

 

 

 

 

Grupos distintos de camundongos foram tratados por 3 dias com os estabilizadores do humor lítio ou 
valproato e submetidos a avaliação dos níveis de MDA em tecido cerebral duas horas pós-GBR12909. 
Cada barra representa a média ± erro padrão dos níveis de MDA (n = 6-8 animais / grupo). (a) p≤ 0,05 
versus controle e (b) p≤ 0,05 versus GBR 12909 de acordo com ANOVA de uma via seguido pelo 
teste de comparações múltiplas de Tukey. 
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4.6 DISCUSSÃO  

4.6.1 Curva dose-resposta das alterações comportamentais e de estresse oxidativo 

induzidas por GBR 12909 

Os dados aqui apresentados apontam para alterações comportamentais e oxidativas 

relacionadas com o tempo induzidas pelo inibidor de DAT, GBR 12909. As alterações 

comportamentais foram mais robustas nos pontos de tempo de 2 e 24 h pós-GBR12909. 

No entanto, as alterações oxidativas não estavam intimamente relacionadas com as 

alterações comportamentais. Nesse sentido, observou-se níveis reduzidos de GSH no 

período de 2 h e 24 h pós-GBR12909 em algumas áreas do cérebro. Por outro lado, os 

incrementos na peroxidação lipídica foram observados nos pontos de tempo de 2 e 12 h 

pós-GBR12909. Na avaliação dos animais pré-tratados com os fármacos estabilizadores 

do humor, observamos que apenas o Li impediu as alterações no número de crossing e 

rearings. O pré-tratamento com VAL impediu apenas as alterações no comportamento de 

rearing. Ambos os fármacos que estabilizaram o humor impediram o aumento da 

peroxidação lipídica induzida por GBR12909, enquanto as alterações nos níveis de GSH 

foram evitadas apenas pela administração de Li. Em conjunto, nossos resultados 

mostraram que a administração do inibidor de DAT, GBR12909, é acompanhada por 

alterações oxidativas do cérebro, dando, portanto, as primeiras evidências para a validade 

de constructo do modelo. Além disso, é possível expandir a validade preditiva do modelo 

pela determinação dos efeitos preventivos de Li. 

 Estudos clínicos evidenciam e reforçam a importância da DAT na fisiopatologia 

do TAB: i) um polimorfismo de um único nucleotídeo (SNP) no rs27072 que afeta a 

expressão e tradução de RNAm de DAT foi significativamente associado com TAB 

(PINSONNEAULT et al., 2011b), bem como a presença de múltiplos variantes em DAT1 

foi observada para transmitir susceptibilidade ao TAB (GREENWOOD et al., 2006);  ii) 

foi demonstrada uma diminuição nos níveis de RNAm de DAT no córtex pré-frontal post-

mortem de pacientes com TAB, em comparação com controles saudáveis (RAO et al., 

2007) e iii) maior disponibilidade de DAT significativa em relação aos controles 

saudáveis no caudado dorsal bilateral de pacientes não medicados com TAB que foram 

submetidos a imagens de PET com o rádio-traçador seletivo DAT [(11) C] CFT e uma 

análise de ressonância magnética estrutural (MRI) (ANAND et al., 2011). 
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De acordo com as evidências clínicas acima mencionadas, os camundongos 

DAT-KO exibem hiperdopaminergia, com aumento da atividade locomotora e o 

movimento altamente linearizado em um ambiente inovador, bem como a redução da 

inibição prepulso do reflexo do sobressalto (PPI), em comparação com os animais 

selvagem (BARR et al., 2004). Além disso, os ratos DAT-KO exibem um perfil 

comportamental no monitor de padrões comportamentais (BPM) e um aumento do 

comportamento de risco que se assemelha a mania do TAB quando comparado a 

camundongos de tipo selvagem (YOUNG; HENRY; GEYER, 2011). Os medicamentos 

estabilizadores do humor VAL (RALPH-WILLIAMS et al., 2003) e Li (BEAULIEU et 

al., 2004) atenuaram as alterações na atividade locomotora observadas em animais DAT-

KO. 

4.6.2 Alterações oxidativas comportamentais e cerebrais relacionadas ao tempo 

induzidas pela GBR 12909 

Até o momento, apenas alguns estudos foram baseados na administração do 

inibidor de DAT GBR12909 para induzir um fenótipo tipo mania. No primeiro estudo 

foram examinadas diferentes linhagens (C57BL / 6J e 129 / SvJ) de ratos durante 3 h em 

um BPM. Os resultados deste estudo mostraram que GBR12909 aumentou a atividade 

dos animais em várias doses testadas, apenas 16 e 28,5 mg / kg inicialmente, mas também 

9 mg / kg durante o período de observação de 3 h. Este efeito foi independente da tensão 

(YOUNG et al., 2010b). No segundo estudo, a administração de GBR12909 aumentou a 

impulsividade motora, a motivação e a preferência ao risco (ENKHUIZEN et al., 2014). 

Analisando esses estudos, podemos observar que as alterações comportamentais 

induzidas por GBR12909 foram avaliadas apenas dentro de 3 h após a administração 

(YOUNG et al., 2010b). 

Em nosso estudo, baseado na ausência de dados na literatura, tentamos expandir 

esse tempo de observação por um período de 24 horas. Nossos estudos mostraram que o 

número de crossings e rearings aumentou significativamente pós-GBR12909 em dois 

pontos de tempo, 2 e 24 h. Vale destacar que o modelo de mania induzido pela 

administração repetida de d-anfetamina usa o ponto de tempo de 2 h pós d-anfetamina 

para a condução de avaliações comportamentais e neuroquímicas (FREY et al., 2006c) 

(MACÊDO et al., 2013). 
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No que se refere a alteração comportamental que ocorreu no ponto de tempo de   

24 h após GBR12909, podemos especular que esse efeito foi devido ao metabólito 

GBR12909, GBR 12935 (LACERDA et al., 2010). De fato, o GBR12909 é um inibidor 

de ação prolongada de alta afinidade do transportador de DA que é convertido 

metabolicamente em humanos em seu análogo relacionado GBR 12935 (LACERDA et 

al., 2010), um medicamento também conhecido como inibidor de DAT (ANDERSEN; 

JANSEN; NIELSEN, 1987), sugerido para uso clínico como antidepressivo. 

A dopamina é facilmente oxidada enzimaticamente ou não enzimaticamente 

gerando compostos tais como radicais superóxido e quinonas. Tanto ROS quanto 

quinonas podem reagir de forma não especifica com muitos componentes celulares 

alterando sua funcionalidade e, portanto, sendo potencialmente neurodegenerativos 

(MEISER; WEINDL; HILLER, 2013). Um grande corpo de estudos pré-clínicos (FREY 

et al., 2006c) (MACÊDO et al., 2013) e clínicos (KAPCZINSKI et al., 2008a) apoia o 

papel do estresse oxidativo na neurobiologia do TAB. Neste contexto, em modelos 

animais de mania induzidos por anfetaminas, são descritas diminuições na atividade 

antioxidante do GSH e aumento da peroxidação lipídica em áreas cerebrais como PFC, 

HC e CE   (MACÊDO et al., 2012) (MACÊDO et al., 2013). O desequilíbrio oxidativo 

também é observado em estudos clínicos com pacientes com TAB (KULOGLU et al., 

2002a) (RAFFA et al., 2012). Portanto, sabendo que o próprio metabolismo de DA está 

fortemente ligado ao estresse oxidativo (MEISER; WEINDL; HILLER, 2013) e na 

importância do estresse oxidativo para a fisiopatologia do TAB (KAPCZINSKI et al., 

2008a), decidimos avaliar os níveis de parâmetros de estresse oxidativo, ou seja, GSH e 

peroxidação lipídica, e não os níveis de DA em si (uma vez que os aumentos nos níveis 

de DA do cérebro são esperados após a administração do GBR12909). Esses parâmetros 

foram avaliados em diferentes pontos de tempo pós-GBR12909 e em áreas cerebrais 

relacionadas a distúrbios de humor, como PFC, hipocampo e CE (DREVETS; PRICE; 

FUREY, 2008) com o objetivo de contribuir para a validade de constructo desse modelo 

animal de mania. 

Observamos que o GBR12909 causou alterações de longo prazo nos níveis de 

GSH, uma vez que os níveis diminuídos deste parâmetro foram observados até 24 h pós-

GBR12909 no hipocampo e CPF. Hipocampo e CE foram mais suscetíveis aos efeitos do 

GBR12909 na redução dos níveis de GSH, uma vez que esta diminuição foi observada 
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no ponto de tempo de 2 h pós-GBR12909. Quanto à peroxidação lipídica, observamos 

níveis aumentados deste parâmetro nos pontos de tempo de 2 e 12 h pós-GBR12909. 

Vale salientar que observamos uma relação entre o aumento do desequilíbrio 

oxidativo e alterações comportamentais apenas no ponto de tempo de 2 h pós-GBR12909. 

Assim, podemos sugerir que GBR12909 na dose de 10 mg/kg causa desequilíbrio 

oxidativo, uma alteração central observada em pacientes com TAB (FREY et al., 2013b) 

e em modelos animais de mania (FREY et al., 2006c) (MACÊDO et al., 2013), embora 

este desequilíbrio não tenha mostrado relação direta com as alterações comportamentais 

induzidas pelo medicamento (com exceção do período de 2 h pós-GBR12909). O que 

fortalece essa hipótese quanto ao desequilíbrio oxidativo relacionado ao tempo são os 

resultados obtidos 12 h pós-GBR12909, pois neste ponto de tempo (12 h), observamos as 

maiores diminuições nos níveis de GSH seguidas de aumentos na peroxidação lipídica, 

porém com a ausência de alterações locomotoras. 

 

4.6.3 Determinação da atividade preventiva de lítio e valproato na administração 

aguda de GBR 12909 como modelo animal de mania 

No geral, como demonstrado anteriormente, observamos uma relação entre 

alterações oxidativas e comportamentais apenas às 2 h pós-GBR12909. Assim, 

escolhemos esse ponto de tempo para a avaliação dos animais submetidos a pré-

tratamentos com os medicamentos estabilizadores do humor, Li e VAL. 

É importante ressaltar que a validade preditiva do modelo de mania induzido por 

GBR12909 foi avaliada por trabalho anterior pela administração de VAL por 28 dias, 

seguida de uma administração única de GBR 12909 na dose de 9 mg/kg e avaliação 

comportamental durante 60 minutos (VAN ENKHUIZEN et al., 2013). Este estudo 

anterior mostrou que o tratamento crônico com VAL atenuou a hiperatividade induzida 

por GBR 12909, sem afetar outros parâmetros comportamentais. Em sua conclusão, esses 

autores chamaram a atenção para a necessidade de estudos usando Li como droga 

estabilizadora do humor neste modelo, porque o VAL não foi capaz de atenuar todos os 

aspectos da mania induzida por GBR 12909 (VAN ENKHUIZEN et al., 2013). Os 

mecanismos de sinalização que medeiam a ação de DA em hiperatividade ainda não são 



75 

 

totalmente compreendidos. Por exemplo, a administração aguda de sais de Li é conhecida 

por antagonizar a hiperatividade induzida por vários agonistas dopaminérgicos. No 

entanto, o mecanismo pelo qual o Li interfere com o comportamento associado a DA 

permanece não elucidado. Um alvo fisiológico do Li, glicogênio sintase quinase 3 (GSK-

3), é ativado em resposta à estimulação sustentada dos receptores DA e sua inibição 

interfere com a expressão de comportamentos dependentes de DA. No entanto, é 

importante ter em mente que a inibição da GSK-3 pelo carbonato de lítio, ou uma 

abordagem de segmentação de genes de GSK-3 não pode abolir completamente o 

comportamento mediado por DA em camundongos (BEAULIEU et al., 2004). 

Considerando as alterações oxidativas do cérebro observadas no presente estudo, 

ambos os medicamentos estabilizadores do humor apresentaram perfil antioxidante. A 

única situação em que Li era superior a VAL foi no HC onde apenas Li aumentou os 

níveis de GSH. Recentemente sugeriu-se que a glutationa é essencial para a capacidade 

do lítio para melhorar a carbonilação de proteína induzida por rotenona, mas não a 

nitração (NASCIMENTO et al., 2015). Além disso, a produção de estresse oxidativo 

através de alterações no complexo mitocondrial I, incluindo diminuição da expressão de 

RNAm, atividade e níveis de proteína tem sido fortemente implicada no TAB (FREY et 

al., 2013a)  (MORETTI et al., 2011). 

Em consonância com a importância do estresse oxidativo na fisiopatologia do 

TAB, foi previamente demonstrado que o aumento das defesas antioxidantes é importante 

para o mecanismo de drogas estabilizadoras do humor (CUI et al., 2007). 
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CAPÍTULO II: 

Efeito da minociclina no modelo de 

mania induzido por GBR12909 em 

camundongos: papel de 

mecanismos antioxidantes e 

neurotróficos   
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5.0 Capítulo II - Efeito da minociclina no modelo de mania induzido por GBR12909 

em camundongos: papel de mecanismos antioxidantes e neurotróficos  

 

5.1 Minociclina previne e reverte hiperlocomoção e comportamento exploratório 

induzido por GBR12909 

A hiperlocomoção e o aumento do comportamento exploratório são 

características comportamentais da mania em modelos animais (FLAISHER-

GRINBERG; EINAT, 2010) (FREY et al., 2006c) (QUEIROZ et al., 2015). Neste estudo, 

análise de ANOVA de duas vias do número de cruzamentos (atividade locomotora) 

(Figura 22) revelou uma significante interação entre os fatores "protocolo" e "tratamento 

experimental" [F (7, 94)= 2.136, p= 0.0471], com um efeito principal significativo do 

"tratamento experimental" [F (7, 94) = 16,77, p<0,0001]. Quanto ao rearing (atividade 

exploratória) (Figura 21), observou-se um efeito principal significativo do "tratamento 

experimental" [F (7, 83) = 8,109, p<0,0001]. O teste post hoc mostrou que, nos protocolos 

de prevenção e de reversão o tratamento com GBR12909 induziu um aumento 

significativo em locomoção (p< 0,0001) e comportamento exploratório (p< 0,05) quando 

comparado aos animais controle. No protocolo de prevenção, Li, VAL, Mino 25 ou 50 

significativamente impediram a hiperlocomoção induzida por GBR12909 (p< 0,001). A 

respeito do comportamento exploratório, VAL, Mino 25 ou Mino 50 impediram 

significativamente o aumento no número de rearings induzido por GBR12909 (p< 0,01). 

No protocolo de reversão, Li (P <0,05), VAL (P <0,05), Mino25 (P <0,0001) ou Mino50 

(P <0,05) reverteram significativamente a hiperlocomoção induzida por GBR12909. O 

aumento do rearing induzido por GBR12909 (p< 0,001) foi significativamente revertido 

por todos os tratamentos testados: Li (p< 0,05), VAL (p< 0,05), Mino25 (p< 0,01) ou 

Mino50 (p< 0,01). 
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Figura 22 - Efeito da Minociclina (Mino) e drogas estabilizadoras do humor, lítio (Li) 
ou valproato (VAL) na prevenção ou reversão da hiperlocomoção induzidos pela 
administração repetida de GBR-12909 em camundongos.  

 

Grupos de camundongos Swiss foram administrados repetidamente com GBR12909 e submetidos ao 
pré- ou pós-tratamento com estabilizadores do humor ou Mino e avaliados no campo aberto quanto ao 
número de crossings (A) e número de rearings (B). Cada barra representa a média ± SEM do número 
de cruzamentos (n= 6-8 animais por grupo).   * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001, **** P <0,0001 
de acordo com ANOVA de duas vias seguido pelo teste pós-hoc de Tukey. 
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5.2 A minociclina previne e reverte o aumento do comportamento de risco induzido 

pelo GBR 12909 

O comportamento impulsivo com perda da avaliação de risco são aspectos 

críticos da mania e um dos critérios diagnósticos de acordo com o DSM-IV (SWANN et 

al., 2009). A inclusão da avaliação do comportamento da impulsividade / risco no rastreio 

de domínios relacionados à mania em modelos animais foi encorajado nos últimos anos 

(ENKHUIZEN et al., 2014) (YOUNG; HENRY; GEYER, 2011).  

Neste estudo, nós avaliamos o comportamento de risco através da exposição dos 

camundongos ao odor de um predador (gato), como previamente definido 

(DIELENBERG; MCGREGOR, 2001a). (KIRSTEN et al., 2011). Na análise do número 

de contatos no pano (Figura 23), detectamos uma significativa interação entre "protocolo" 

e "tratamento experimental" [F (6, 97) = 3,812, p= 0,0019], com um efeito principal 

significativo de "protocolo" [F (1, 97) = 27,93, p< 0,0001] e "tratamento experimental" 

[F (6, 97) = 72,84, p<0,0001]. A respeito de o tempo de contato do pano (Figura 23), um 

efeito principal significativo de "experimental tratamento "foi detectado [F (6, 95) = 

106,1, p< 0,0001]. Em relação à duração dos eventos de abrigo (Figura 23), uma interação 

significativa entre os fatores foi observada [F (6, 98) = 2,965, p= 0,0105], com um efeito 

principal significativo de "Tratamento experimental" [F (6, 98) = 59,67, p<0,0001]. Nos 

protocolos (prevenção e reversão), o tempo e o número de contatos com o pano do gato 

foram reduzidos no grupo tratado com solução salina quando comparados ao odor neutro 

(p< 0,0001). O tratamento com GBR12909 prejudicou a resposta natural aversiva de 

camundongos, aumentando estes parâmetros em relação ao grupo tratado com solução 

salina (p< 0.0001). Quanto à duração dos eventos de abrigo, animais tratados com solução 

salina apresentaram um aumento neste parâmetro quando exposto ao odor do gato em 

comparação com odor neutro (p< 0,0001). Pelo contrário, os animais tratados com 

GBR12909 mostraram uma redução nos eventos de abrigo quando comparado ao grupo 

tratado com solução salina (p< 0.0001). No protocolo de prevenção VAL (p<0,05) ou 

Mino50 (p<0,01) reduziram o aumento do número de contatos de tecido induzido pelo 

GBR12909. Li, VAL ou Mino50 impediu o aumento do tempo de contato de tecido 

induzido por GBR12909 (p< 0,05). No protocolo de reversão, Li, VAL ou Mino50 

reverteram com sucesso tanto o aumento do tempo quanto o número de contatos com o 

pano com o odor do gato com animais induzidos ao modelo tipo mania por GBR12909 

(p< 0,0001). Vale ressaltar que a menor dose de Mino (25 mg / kg) não impediu ou 
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reverteu os efeitos de GBR12909 no tempo e número de contatos do pano. Em relação 

aos eventos de abrigo, Li, VAL, Mino 25 ou Mino 50 aumentaram a duração desses 

eventos em ambos os protocolos de tratamento em comparação com o grupo tratado com 

GBR12909 (p<0,0001).  
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Figura 23 - Efeito de Minociclina (Mino) e drogas estabilizadoras do humor, lítio (Li) 
ou valproato (VAL) na prevenção ou reversão do comportamento de risco no teste de 
odor de gato induzidos pela administração repetida de GBR-12909 em camundongos. 

 

 

Grupos de camundongos Swiss foram administrados repetidamente com GBR12909 e submetidos ao 
pré- ou pós-tratamento com estabilizadores do humor ou Mino e avaliados no teste do odor do gato 
quanto ao número de contatos com o tecido (A), tempo (s) de contato com o tecido (B) e tempo (s) na 
área do abrigo (C). Cada barra representa a média dos parâmetros avaliados no teste do odor do gato 
(n= 7-8 animais por grupo) ±SEM. *P<0.05, **P<0.01, ****P<0.0001 de acordo com o ANOVA de 
duas vias seguido pelo teste post-hoc de Tukey ׳s. 
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5.3 Níveis de Glutationa 

A Mino reverteu a diminuição do conteúdo de GSH cerebral induzido por 

GBR12909. Através da análise por ANOVA de duas vias observou-se o efeito 

significativo do "tratamento experimental" [F (1, 33)= 38,42, p<0,0001]. No protocolo de 

prevenção, a análise post hoc mostrou uma redução significativa no conteúdo de GSH do 

hipocampo no grupo tratado com GBR12909 em relação ao controle (p< 0,05) (Figura 

24). Nenhum dos medicamentos testados (Li, VAL, Mino25 ou Mino50) impediu as 

alterações nos níveis de GSH induzidos por GBR12909 no hipocampo. No protocolo de 

reversão, o grupo tratado com GBR12909 apresentou redução nos níveis de GSH no 

hipocampo em relação ao grupo controle (p< 0,05). O tratamento com Mino 25 (p<0,05) 

ou Mino 50 (p< 0,001) reverteu significativamente essa redução nos níveis de GSH do 

hipocampo causados pelo GBR12909. Além disso, no protocolo de reversão o grupo pós-

tratado com Mino 50 apresentou aumento nos níveis de GSH do hipocampo em relação 

aos animais controle (p< 0,05).  

No estriado (Figura 24), a análise de ANOVA de duas vias revelou efeito 

principal significativo dos fatores "tratamento experimental" [F (5, 97) = 7,804, p< 

0,0001] e "Protocolo" [F (1, 97) = 72,04, p< 0,0001] com interação significativa entre os 

fatores [F (5, 97) = 9.338, p< 0,0001]. O teste post hoc mostrou uma redução nos níveis 

de GSH no CE de animais tratados com GBR12909 em ambos protocolos de prevenção 

e reversão em relação aos controles (p< 0,05). Além disso, no protocolo de prevenção, os 

tratamentos testados (Li, VAL, Mino25 ou Mino50) mantiveram a diminuição dos níveis 

de GSH estriatal induzido por GBR12909 quando em comparação com os controles (p< 

0,05). Pelo contrário, no protocolo de reversão o tratamento com todas as drogas testadas 

reverteu significativamente a diminuição do teor de GSH no estriado induzido por 

GBR12909 + Sal (p< 0,05). Além disso, o grupo GBR12909 + Mino50 apresentou 

aumento nos níveis de GSH estriatal quando comparado aos controles (p< 0,05). Na 

vermis cerebelar (Figura 24), detectamos uma interação significativa entre o fatores [F 

(5, 103) = 5,425, p= 0,0002] com um efeito principal significativo do "protocolo" [F (1, 

103) = 42,92, P <0,0001] e "tratamento experimental" [F (5, 103) = 6,399, p< 0,0001]. 

 No protocolo de prevenção, não foram observadas diferenças significativas 

entre os grupos experimentais. Por outro lado, no protocolo de reversão, um aumento 

significativo nos níveis de GSH foi detectado nos grupos tratados com VAL + GBR12909 
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(p< 0,05), Mino25 + GBR12909 (p< 0,05) ou Mino50 + GBR12909 (p< 0,0001) quando 

comparado ao grupo GBR12909 + Sal. Vale ressaltar que não houve diferença 

significativa no conteúdo do GSH na vermis cerebelar observado no protocolo de 

prevenção ou reversão em animais tratados com GBR12909 em comparação com os 

controles salinos. No CPF (Figura 24) houve um efeito principal significativo de 

"tratamento experimental "[F (5, 116) = 12,63, p<0,0001]. No protocolo de prevenção, a 

análise post hoc mostrou uma redução significativa nos níveis de GSH nos grupos Sal + 

GBR12909, Li + GBR12909, VAL + GBR12909, Mino25 + GBR12909 ou Mino50 + 

GBR12909 (p< 0,01) em comparação com o grupo controle. No protocolo de reversão, 

foi detectada uma diminuição significativa nos níveis de GSH em GBR12909 + Sal nos 

animais tratados quando comparados aos controles (p< 0,001). O tratamento com 

GBR12909 + VAL ou GBR12909 + Mino50 (p< 0,05) indicou diminuição significativa 

dos níveis de GSH no CPF em relação ao grupo controle, enquanto GBR12909 + Mino25  

aumentou os níveis de GSH quando comparado ao grupo GBR12909 + Sal. 
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Figura 24 - Efeito da Minociclina (Mino) e drogas estabilizadoras do humor, lítio (Li) ou 
valproato (VAL) na prevenção ou reversão das alterações em níveis reduzidos de 
glutationa (GSH) induzidas pela administração repetida de GBR – 12909 em 
camundongos 
 

 

Grupos de camundongos Swiss foram administrados repetidamente com GBR12909 e submetidos ao 
pré- ou pós-tratamento com estabilizadores do humor ou Mino e avaliados quanto aos níveis de GSH 
no hipocampo (A), corpo estriado (B), vermis cerebelar (C) e córtex pré – frontal (D). Cada coluna 
representa a média ± SEM (n= 6-8 animais por grupo). * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001, **** P 
<0,0001 de acordo com ANOVA de duas vias seguido pelo teste pós-hoc de Tukey. 
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5.4 Níveis de peroxidação lipídica 

A análise da peroxidação lipídica do hipocampo (Figura 25 ), representada aqui 

por níveis de MDA, revelou um significativo efeito principal de "tratamento 

experimental" [F (5, 80) = 35,05, p<0,0001]. No teste post hoc, observamos que o 

tratamento com Sal + GBR12909 induziu um aumento significativo nos níveis de MDA 

quando em comparação com os controles nos protocolos de prevenção e reversão (p 

<0,0001). Além disso, o grupo pré-tratado com os medicamentos testados manteve o 

aumento induzido por GBR12909 em relação aos animais controle. Somente o tratamento 

com Mino 50 (grupo Mino50 + GBR12909) reduziu significativamente a peroxidação 

lipídica quando comparado aos animais tratados com GBR12909 (p<0,05).  

No protocolo de reversão o pós-tratamento com Li, VAL e Mino50 manteve o 

aumento dos níveis de MDA induzidos pelo GBR12909. Somente Mino25 (grupo 

Mino25 + GBR12909) apresentou redução da peroxidação lipídica no hipocampo em 

relação ao grupo GBR12909 + Sal (p<0,01). No estriado (Figura 25 ), uma interação 

significativa entre os fatores foi observado [F (5, 80) = 27,08, p <0,0001]. No protocolo 

de prevenção, os grupos pré-tratado com Li ou VAL diminuiu significativamente os 

níveis de MDA quando comparado com Grupo Sal + GBR12909 (P <0,05). No protocolo 

de reversão observamos aumento da peroxidação lipídica estriatal nos grupos 

administrados Li, VAL ou Mino 25 quando comparado a GBR12909 + Sal ou grupo 

controle. No vermis cerebelar (Figura 25)  houve também uma interação significativa 

entre os fatores [F (5, 82) = 5,836, p= 0.0001].  

Nossos resultados revelaram aumento da peroxidação lipídica cerebelar no 

grupos de prevenção VAL + GBR12909, Mino25 + GBR12909 ou Mino50 + GBR12909 

e grupos de reversão GBR12909 + Sal, Li + GBR12909, VAL + GBR12909, Mino25 + 

GBR12909, Mino50 + GBR12909 em relação aos animais de controle. No CPF (Figura 

25), também foi observada uma interação significativa entre fatores [F (5, 91) = 10,50, 

p<0,0001]. No protocolo de prevenção, a peroxidação lipídica pré-frontal induzida por 

GBR12909 foi prevenida pela administração de Li ou VAL, enquanto o pré-tratamento 

com Mino25 ou 50 aumentou esse parâmetro em relação ao controle e animais tratados 

com GBR12909. No protocolo de reversão, a peroxidação lipidica no pré-frontal 

aumentou em animais tratados com GBR12909, e o tratamento com VAL ou Mino25  

também demonstrou aumento da peroxidação lipídica quando comparado ao animais 

controle tratados com GBR12909. 
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Figura 25 - Efeito da Minociclina (Mino) e drogas estabilizadoras do humor, lítio (Li) ou 
valproato (VAL) na prevenção ou reversão das alterações na peroxidação lipídica 
induzidas pela administração repetida de GBR - 12909 em camundongos  
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Grupos de camundongos Swiss foram administrados repetidamente com GBR12909 e submetidos ao 
pré- ou pós-tratamento com estabilizadores do humor ou Mino e avaliados quanto aos equivalentes de 
MDA no hipocampo (A), corpo estriado (B), vermis cerebelar (C) e córtex pré – frontal (D). Cada 
coluna representa a média ± SEM (n= 6-8 animais por grupo). * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001, 
**** P <0,0001 de acordo com ANOVA de duas vias seguido pelo teste pós-hoc de Tukey. 
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5.5 Níveis de BDNF 

A minociclina reverteu a diminuição dos níveis de BDNF do hipocampo 

induzidos por GBR12909 conforme ilustrado na Figura 26 . No protocolo de prevenção, 

a administração de GBR12909 diminuiu significativamente os níveis de BDNF do 

hipocampo quando em comparação com os controles [F (5, 28) = 12,60, p<0,0001]. 

Mino25 (p<0,0001), Mino 50 (p<0,0001), Li (p<0,0001) ou VAL (p<0,0001), não 

conseguiram evitar a diminuição dos níveis de BDNF induzidos por GBR12909 em 

comparação com o grupo controle. Observou-se também uma diminuição significativa 

nos conteúdos de BDNF nos grupos pré-tratados com VAL, Mino 25 e Mino50 quando 

comparados ao GBR12909 (p<0,05).  

No protocolo de reversão, os animais tratados com GBR12909 apresentaram um 

redução significativa nos níveis de BDNF no hipocampo em relação aos controles [F 

(5,29) = 6999, p= 0,0002]. O tratamento com Li (p<0,05), VAL (p<0,05) ou Mino 25 (p 

<0,05) aumentaram significativamente os níveis de BDNF quando comparados ao grupo 

tratado com GBR12909. 
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Figura 26 - Efeito da Minociclina (Mino) e estabilizadores do humor, lítio (Li) ou 
valproato (VAL) na prevenção ou reversão das alterações no fator neurotrófico derivado 
do cérebro do hipocampo (BDNF) no protocolo de prevenção e reversão induzido pela 
administração repetida de GBR-12909.  

 

Grupos de camundongos Swiss foram administrados repetidamente com GBR12909 e submetidos ao 
pré- ou pós-tratamento com estabilizadores do humor ou Mino e avaliados quanto aos níveis 
hipocampais de BDNF. Cada coluna representa a média ± SEM (n= 6-8 animais por grupo). *P <0,05, 
** P <0,01 versus controle, #p<0,05 vs GBR12909 + Sal de acordo com a ANOVA de duas vias, 
seguido teste post-hoc de Tukey. 

 

** 
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5.6 Discussão 

Neste estudo observamos que a administração repetida do inibidor de DAT, 

GBR12909 induz alterações comportamentais relacionadas à mania, como 

hiperlocomoção e comportamento de risco. Estas alterações comportamentais foram 

acompanhadas por diminuição dos níveis de GSH (no hipocampo, CE e CPF), níveis 

aumentados de peroxidação lipídica (no hipocampo, vermis cerebelar e CPF) e níveis 

hipocampais reduzidos de BDNF em animais tratados com GBR12909.  

Os estabilizadores do humor Li e VAL além da Mino25 e Mino50 impediram e 

reverteram a hiperlocomoção e alterações de rearing induzidas por GBR12909. Além 

disso, ambos os medicamentos estabilizadores do humor e a Mino 25 e Mino 50 também 

impediram e reverteram as alterações induzidas pelo GBR12909 em alguns parâmetros 

relacionados ao comportamento de risco. Considerando as alterações oxidativas e 

neurotróficas avaliadas no presente estudo observou-se que Li, VAL e Mino foram mais 

efetivos na reversão de alterações de GSH induzidas por GBR12909 no estriado. A 

respeito de peroxidação lipídica a Mino foi mais eficaz na prevenção e reversão destas 

alterações no hipocampo, enquanto que Li e VAL impediram essa alteração no estriado e 

o CPF. Li, Val e Mino25 reverteram a diminuição dos níveis de BDNF induzidos por 

GBR12909.  

Logo, uma análise em conjunto dos nossos dados sugere maiores estudos 

moleculares relacionados a atividade do GBR12909 na indução do modelo animal de 

mania, mas porventura, indica que a Mino pode ser uma nova ferramenta promissora para 

o tratamento dos TAB, apresentando um grande potencial para aplicação de testes em 

ambiente clínico. 

5.6.1 Alterações comportamentais de hiperatividade e comportamento de risco 

induzidas por GBR12909 e efeitos da mino 

Até o presente momento pouco se sabe a respeito dos mecanismos etiológicos 

subjacentes ao TAB. Nas últimas décadas, dados atraentes postularam o conceito de 

síndrome de desregulação da dopamina no TAB (BERK et al., 2007).  Este modelo teórico 

propõe a existência de um desequilíbrio na neurotransmissão dopaminérgica no TAB, 

caracterizado por um aumento cíclico da dopamina no estado agudo da mania, seguida de 

uma secundária diminuição na sensibilidade do receptor dopaminérgico e mudanças no 
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funcionamento do transportador de DA ao longo do tempo (BERK et al., 2007). Isso leva 

a períodos de diminuição da transmissão dopaminérgica, correspondendo a alguns 

aspectos da fase depressiva e a repetição do ciclo. Esta regulação ascendente e 

descendente pode ser mediada por mecanismos homeostáticos endógenos, explicando o 

grande curso de variabilidade interindividual em doenças (BERK et al., 2010). Na última 

década, a Mino foi proposta como um potencial agente para tratar transtornos 

neuropsiquiátricos. Em estudos experimentais, centrais e sistêmicos a administração de 

Mino exerce efeitos semelhantes aos antidepressivos em ratos submetidos ao estresse 

cronológico imprevisível (RÉUS et al., 2015) e em modelo de depressão relacionados ao 

desamparo (ARAKAWA et al., 2012). Mino também reduziu o comportamento de 

sensibilização e hiperlocomoção induzidas por psicoestimulantes, tais como 

metanfetamina (SMITTKAMP et al., 2014)  (ZHANG et al., 2006) e cocaína (CHEN; 

UZ; MANEV, 2009), também como déficits atenuados no giro sensório-motor (inibição 

de prepulso) induzida por MK-801 (LEVKOVITZ et al., 2007). Em ambiente clínico, os 

recentes ensaios clínicos controlados com placebo demonstraram eficácia da Mino como 

terapia adjuvante para depressão bipolar com bons resultados (HUSAIN et al., 2017) 

(SAVITZ et al., 2012). Além disso, alguns ensaios clínicos piloto relataram o potencial 

do Mino para tratar os sintomas da depressão unipolar (MIYAOKA et al., 2012) e 

depressão unipolar refratária (HUSAIN et al., 2015).  

No presente estudo, demonstramos a capacidade do Mino de prevenir e reverter 

o fenótipo comportamental maníaco (comportamento de hiperatividade e comportamento 

de risco) induzido pela administração repetida do inibidor seletivo DAT, GBR12909, em 

camundongos. A hiperatividade é uma característica da mania. Vários estudos utilizaram 

a medida da atividade locomotora e exploratória para descrever os efeitos de drogas 

dopaminérgicas / psicoestimulantes, como as anfetaminas, como modelos de mania 

(FLAISHER-GRINBERG; EINAT, 2010); (MACÊDO et al., 2012) (VALVASSORI et 

al., 2008). Além disso, drogas estabilizadoras do humor, Li e VAL, geralmente podem 

suprimir essas alterações, apoiando a validade preditiva desses modelos (FLAISHER-

GRINBERG; EINAT, 2010)  (MACÊDO et al., 2013).  

Nos últimos anos, a administração aguda de GBR12909 foi reconhecida como 

um modelo animal de mania. Em consonância com esta evidência, os camundongos foram 

tratados de forma aguda com GBR12909 e quando analisado seu padrão comportamental,  
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apresentaram atividade locomotora aumentada e comportamentos perseverantes em 

combinação com o aumento da exploração, um perfil semelhante visto em pacientes com 

mania do TAB (YOUNG et al., 2010b). Além disso, no capítulo anterior, observamos 

hiperlocomoção, bem como comportamento exploratório aumentado 2 e 24 horas após 

administração aguda de GBR12909, estes dados encontram-se publicados (QUEIROZ et 

al., 2015). Considerando que a mania é uma síndrome complexa e multifacetada, a 

investigação de múltiplos domínios como o afetivo e cognitivo tem proposto uma bateria 

de testes comportamentais para avaliação do modelo tipo mania em animais (LOGAN; 

MCCLUNG, 2016). Neste contexto, a redução da ansiedade e impulsividade são 

características importantes da mania que geralmente têm um manejo clínico difícil e estão 

associados com altas taxas de suicídio (IZCI et al., 2016)  (SWANN et al., 2005). No 

comportamento de roedores, ansiedade e avaliação de risco podem ser avaliadas pela 

exposição a uma condição ambiental aversiva. Neste contexto, paradigmas de ameaça, 

como a exposição ao odor de gato, provocam robustez e caracterizam mudanças no 

comportamento defensivo que se pensa refletir frente ao comportamento de medo e 

ansiedade em roedores (BOWEN et al., 2013) (DIELENBERG; MCGREGOR, 2001b). 

Com base nessa premissa, neste estudo, decidimos avaliar os efeitos da 

administração GBR12909 repetida, pela primeira vez, no paradigma do odor do predador, 

bem como para testar a capacidade da Mino e drogas clássicas de estabilização do humor 

Li e VAL na prevenção e reversão dos efeitos induzidos por GBR12909. Em nossas 

condições experimentais, os ratos tratados com veículo passaram menos tempo em 

contato com o pano com odor do gato em comparação com o pano de controle, além de 

produzir menos contatos. Os camundongos controle também exibiram mais eventos de 

abrigo quando expostos ao pano de gato em comparação com a situação neutra. Esses 

achados demonstram que, em condições normais quando submetidas ao odor do gato, os 

camundongos percebem fisiologicamente esses estímulos como aversivos e ansiogênicos. 

Evidências anteriores demonstram que em testes de tradução cruzada para avaliar a 

impulsividade e o comportamento de risco em camundongos, como o jogo do teste de 

Iowa, inibidores seletivos DAT, como o modafinil e GBR12909, promovem um aumento 

da impulsividade, motivação e preferência de escolha de risco. Curiosamente, outros 

fármacos psicoestimulantes, como a anfetaminas, quando testados nessas condições 

geralmente desencadeiam uma resposta ansiogênica / aversiva (VAN ENKHUIZEN et 

al., 2013). O perfil distinto de drogas como as anfetaminas teve seu mecanismo múltiplo 
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não seletivo no SNC, atribuído seu mecanismo a vários alvos de neurotransmissão 

monoaminérgica, como transportadores de serotonina e receptores noradrenérgicos, além 

de sua ação em neurotransmissores dopaminérgicos (VAN ENKHUIZEN et al., 2013). 

Portanto, nossos dados reforçam a capacidade do GBR12909 através da inibição de DAT 

para induzir comportamento de risco relevante para o estudo da mania do TAB 

observados em contextos clínicos. Além de também ser uma possibilidade para investigar 

em modelos animais o estudo da  impulsividade, comportamento de risco e  

comportamento tipo de adição ao jogo, o que clinicamente é observado em pacientes 

medicados para Doença de Parkinson. 

É bem reconhecido que Li é a droga psicotrópica de primeira linha para o 

controle de impulsividade e capacidade de suicídio na população com TAB, um efeito 

que não parece ser exclusivamente por sua capacidade de diminuir o transtorno do humor 

(BENARD et al., 2016) (CIPRIANI et al., 2013). Em animais de laboratório, evidências 

consideráveis também apoiam a ação anti-impulsividade de Li (HALCOMB; GOULD; 

GRAHAME, 2013) (OHMURA et al., 2012). Em relação aos fármacos 

anticonvulsivantes, como carbamazepina, lamotrigina e Val, apesar de alguns relatos de 

sua eficácia no tratamento e prevenção de comportamento impulsivo e suicídio 

((HOLLANDER et al., 2003) (STANFORD et al., 2005), alguns estudos destacaram sua 

inferioridade em comparação com Li nas populações com TAB (CALABRESE et al., 

2005) (KEMP et al., 2009). No presente estudo, demonstramos que ambos os 

medicamentos estabilizadores do humor, Li e VAL apresentaram um perfil similar, 

prevenindo e revertendo as alterações induzidas pelo GBR12909 no paradigma do odor 

de gato. É importante notar que estudos pré-clínicos prévios testando os efeitos de Li e 

fármacos anticonvulsivantes em modelos de comportamento impulsivo e de risco apenas 

avaliaram os efeitos da administração aguda de fármaco único. Além disso, a 

impulsividade é uma construção complexa e de domínio múltiplo (EVENDEN, 1999), 

1999; (NAUTIYAL et al., 2017), portanto, é possível que algumas drogas possam ser 

efetivas contra alguns aspectos de impulsividade e ineficazes contra outros.  

Em nossos resultados, Mino principalmente na dose mais elevada (50 mg/kg) 

atenuou os efeitos do GBR12909 no paradigma do odor de gato em protocolo de 

prevenção e reversão. A menor dose de Mino (25 mg/kg) suprimiu parcialmente a 

alterações, aumentando apenas o número de eventos de abrigo. Apesar da sua potencial 
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eficácia como terapia adjuvante na redução de sintomas depressivos no TAB e sintomas 

negativos / cognitivos na esquizofrenia, não há relatos considerando os efeitos da Mino 

contra impulsividade ou comportamento suicida em pesquisa pré-clínica ou clínica. 

Portanto, nosso estudo mostra novas evidências sobre os possíveis efeitos benéficos da 

Mino contra a impulsividade e perturbações observadas no TAB e outros transtornos 

neuropsiquiátricos, sendo, portanto, a Mino uma forte candidata para o tratamento do 

estado maníaco agudo, e também para a profilaxia da recaída de sintomas maníacos. 

5.6.2 Estresse oxidativo e níveis de bdnf e sua relação com os efeitos da Mino 

No presente estudo, os efeitos benéficos do Mino contra as alterações induzidas 

por GBR12909 incluíram efeitos comportamentais acompanhados de alterações 

importantes no equilíbrio oxidativo. A prevenção e / ou reversão das alterações também 

foram observadas nos grupos administrados com as drogas estabilizadoras do humor em 

áreas específicas do cérebro. Como previamente mencionado, o estresse oxidativo está 

envolvido na fisiopatologia de vários transtornos neuropsiquiátricos, sendo especialmente 

importante para o TAB (KAPCZINSKI et al., 2008b)(TUN??EL et al., 2015). Vários 

estudos relataram que os pacientes com TAB têm significantes alterações em enzimas 

antioxidantes (KULOGLU et al., 2002b) (KUNZ et al., 2008) (SELEK et al., 2015), 

aumento da peroxidação lipídica (KULOGLU et al., 2002b) (KUNZ et al., 2008) (TSAI; 

HUANG, 2015) e diminuição do conteúdo de GSH no plasma e cérebro. Parece que essas 

alterações pró-oxidativas estão presentes em todas fases do TAB, incluindo eutimia, mas 

atingindo seus níveis mais altos no estado maníaco (KUNZ et al., 2008). 

5.6.3 A inibição do DAT, o consequente aumento da dopamina e de alterações 

oxidativas 

Os níveis sinápticos de DA estão relacionados ao aumento do estresse oxidativo 

(YAMATO et al., 2010). De fato, as vias enzimáticas ou não enzimáticas responsáveis 

pelo metabolismo da DA, podem gerar compostos potencialmente pró-oxidantes. Neste 

estudo, observamos que a administração repetida de GBR12909 induziu uma diminuição 

importante nos níveis de GSH e aumento da peroxidação lipídica em todas as áreas 

cerebrais testadas, especialmente no CPF e no hipocampo. Nosso grupo de pesquisa 

demonstrou no capítulo 1 do presente estudo que uma única administração de GBR12909 

induziu um aumento da peroxidação lipídica e redução dos níveis de GSH no hipocampo 
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e CE de ratos 2 e 24 horas pós-administração, que foi associado à hiperlocomoção 

(QUEIROZ et al., 2015). Mais recentemente, (KHAN et al., 2017) demonstraram que o 

tratamento com GBR12909 em camundongos adolescentes promoveu um aumento nos 

níveis de 8-oxo-dG, um marcador de DNA oxidado, em CPF, além de uma diminuição 

em neurônios imunorreativos à parvalbumina nesta área do cérebro (KHAN et al., 2017). 

Em nossos resultados, a Mino atenuou parcialmente as alterações oxidativas  

cerebrais induzidas por GBR12909. Sabe-se que Mino tem propriedades neuroprotetoras 

(DEAN et al., 2012b) e estudos prévios destacaram suas importantes propriedades 

antioxidantes, tanto pela supressão e eliminação direta de radicais livres (KRAUS et al., 

2005) (MORIMOTO et al., 2005). Apesar de não ser totalmente entendido, um 

mecanismo sugerido para as propriedades antioxidantes da Mino reside no seu efeito 

regulatório no metabolismo da energia cerebral, principalmente, através de seus efeitos 

nos complexos mitocondriais I, II, III e IV em áreas límbicas (RÉUS et al., 2015). Em um 

estudo anterior, Mino na dose de 40 mg/kg atenuou significativamente o aumento nos 

níveis extracelulares de DA estriatal após administração de MDMA (ZHANG et al., 

2006). Portanto, apesar de não termos avaliado diretamente aqui, reforçamos a hipótese 

de que os efeitos protetores  da Mino contra danos oxidativos causados por GBR12909 

podem estar relacionados à sua ação na neurotransmissão monoaminérgica, 

especialmente na via dopaminérgica. 

Outro ponto que procuramos determinar foi se os efeitos da Mino poderiam estar 

relacionados com as alterações do BDNF no hipocampo, já que esse marcador é de suma 

importância na fisiopatologia do TAB. De fato, níveis anormais periféricos de BDNF são 

observadas em indivíduos com esse transtorno, levando à proposição desta neurotrofina 

como um biomarcador de episódios de humor e progressão no TAB (FERNANDES et 

al., 2011). Além disso, é importante mencionar que uma diminuição progressiva da 

expressão de BDNF é observada no hipocampo de animais submetidos ao modelo de 

mania com base na administração de anfetamina (por 7 e 35 dias), que pode ser suprimida 

pelo tratamento com estabilizador do humor (FRIES et al., 2015). Consequentemente, em 

nossos resultados, descobrimos que o bloqueio repetido de DAT por GBR12909 induziu 

uma diminuição acentuada nos níveis de BDNF do hipocampo independentes de 

protocolo de tratamento. Li, VAL e Mino com a dose mais baixa (25 mg / kg) restauraram 

a concentração hipocampal de BDNF semelhantes aos níveis de controle. Apesar da Mino 
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estar potencialmente envolvida em efeitos protetores no protocolo de reversão, podemos 

indicar a hipótese de mecanismos subjacentes à ação de Mino na prevenção, onde o 

protocolo pode estar relacionado a outros mecanismos independentes do BDNF.  
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CAPÍTULO III: 

 

Avaliação da memória de 

trabalho, comportamentos 

relacionados a ansiedade e 

avaliação da expressão protéica 

de DAT e IBA em animais 

submetidos ao modelo de mania 

induzido pela administração 

repetida de GBR12909 e tratados 

com estabilizadores do humor e 

minociclina 
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6.0 III: Avaliação da memória de trabalho, comportamentos relacionados a 

ansiedade e avaliação da expressão protéica de DAT e IBA em animais submetidos 

ao modelo de mania induzido pela administração repetida de GBR12909 e tratados 

com estabilizadores do humor e minociclina 

 

6.1 A Mino preveniu e reverteu as alterações causadas pelo GBR 12909 em 

camundongos avaliados no teste de interação social  

 

O teste de interação social teve como objetivo avaliar a interação do animal com 

um animal desconhecido. Detectamos uma significativa interação entre "protocolo" e 

"tratamento experimental" [F (5, 82) = 18,87, P < 0,0001], com um efeito principal 

significativo de "protocolo"[ F (1, 82) = 51,35, P < 0,0001] e "tratamento experimental"[ 

F (5, 82) = 43,89, P <0,0001]. Nos protocolos (prevenção e reversão - Figura 27), o grupo 

tratado com GBR12909 aumentou a interação social quando comparado ao grupo salina 

(p<0.0001). No protocolo de prevenção os grupos tratados com Li, VAL, Mino25 e 

Mino50 conseguiram diminuir a interação social comparados ao grupo GBR12909 

(p<0.0001), levando esta interação a nível de animais controle. No protocolo de reversão, 

Li, VAL e Mino50 conseguiram reverter a interação social quando comparados com 

animais induzidos ao modelo de mania induzido por GBR12909 (p <0.0001). Já a dose 

de Mino25 não conseguiu reverter as alterações na interação social quando comparado ao 

grupo GBR12909. 
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Figura 27 - Efeito de Minociclina (Mino) e drogas estabilizadoras do humor, lítio (Li) ou 

valproato (VAL) na prevenção ou reversão nas alterações de interação social induzidas 

pela administração repetida de GBR-12909 em camundongos. 

 

**** ****

**** ***

 

 

 

Camundongos Swiss foram submetidos aos protocolos de reversão e prevenção, com drogas 
estabilizadoras do humor e Mino, de comportamento tipo-mania induzido por GBR12909 e avaliados 
quanto a interação social. Cada barra representa a média ± SEM da porcentagem de interação social 
(n= 6-8 animais por grupo).      *** P <0,001, **** P <0,0001 de acordo com ANOVA de duas vias 
seguido pelo teste pós-hoc de Tukey. 
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6.2 A minociclina preveniu as alternações espontâneas no teste de Y-maze de 

animais tratados com GBR 12909 

O teste do labirinto em Y visou avaliar a memória de trabalho dos animais 

submetidos ao modelo de mania por GBR 12909 e tratados com Li, Val ou Mino. 

Detectamos uma significativa interação entre "protocolo" e "tratamento experimental" [F 

(5, 93) = 8,575, P < 0,0001], com um efeito principal significativo de "protocolo"[ F (1, 

93) = 53,37, P < 0,0001] e "tratamento experimental"[ F (5, 93) = 49,77, P <0,0001]. Nos 

protocolos (prevenção e reversão), o grupo tratado com GBR12909 diminuiu o número 

de alternações espontâneas (Figura 28) quando comparado ao grupo salina (p<0.0001). 

No protocolo de prevenção os grupos tratados com Li, Val, Mino25 e Mino50 

conseguiram aumentar o número de alternações espontâneas quando comparados ao 

grupo GBR12909 (p <0.0001). No protocolo de reversão, Li, Val, Mino 25 e Mino50 não 

conseguiram reverter as alterações no número de alternações espontâneas induzidas pelo 

modelo de mania induzido por GBR12909.  
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Figura 28 - Efeito da Minociclina (Mino) e de drogas estabilizadoras do humor, lítio 
(Li) ou valproato (Val) na prevenção ou reversão de alterações na memória executiva 
induzida pela administração repetida de GBR-12909 em camundongos no teste de Y-
maze. 

 

 

****
****

****

 

 

 

 

Camundongos Swiss foram submetidos aos protocolos de reversão e prevenção, com drogas 
estabilizadoras do humor e Mino, de comportamento tipo-mania induzido por GBR12909 e avaliados 
quanto as alternações espontâneas no teste de labirinto em Y. Cada barra representa a média ± SEM 
da porcentagem da alternância correta entre os braços no teste de Y-maze (n= 6-8 animais por 
grupo).     *** P <0,001, **** P <0,0001 de acordo com ANOVA de duas vias seguido pelo teste 
pós-hoc de Tukey. 
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6.3 A Mino conseguiu prevenir e reverter a alteração no número de entradas nos 

braços abertos de camundongos no teste do labirinto em cruz elevado  

 

O labirinto em cruz elevado, visou avaliar o comportamento de risco e ansiedade 

dos animais submetidos aos protocolos de tratamento com GBR 12909, Li, Val e Mino, 

através do parâmetro de número de entradas nos braços abertos (NEBA) (Figura 29). 

Detectamos uma interação não significativa entre "protocolo" e "tratamento experimental 

"[F (5, 86) = 2,116, p= 0,0711], também sem efeito significativo de "protocolo"[ F (1, 86) 

= 1,383, p= 0,2429], porém com significância no "tratamento experimental"[ F (5, 86) = 

47,01, p< 0,0001]. Nos protocolos (prevenção e reversão), o grupo tratado com 

GBR12909 aumentou o NEBA quando comparado ao grupo salina (p <0.0001). Nos 

protocolos de prevenção e reversão os grupos tratados com Li, Val, Mino25 e Mino50 

conseguiram diminuir o NEBA quando comparados ao grupo GBR12909 (p<0.0001). 

 



102 

 

Figura 29 - Efeito de Minociclina (Mino) e de drogas estabilizadoras do humor, lítio 
(Li) ou valproato (VAL) na prevenção ou reversão de alterações no número de entradas 
nos braços abertos induzidas pela administração repetida de GBR-12909 em 
camundongos 

 
 

 

 

Camundongos Swiss foram submetidos aos protocolos de reversão e prevenção, com drogas 
estabilizadoras do humor e Mino, de comportamento tipo-mania induzido por GBR12909 e avaliados 
quanto ao número de entrada nos braços abertos (NEBA) no labirinto em cruz elevado. Cada barra 
representa a média ± SEM da porcentagem de entrada nos braços abertos (n= 6-8 animais por grupo).      
*** P <0,001, **** P <0,0001 de acordo com ANOVA de duas vias seguido pelo teste pós-hoc de 
Tukey. 
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6.4 A Mino conseguiu prevenir e reverter o tempo de permanência dos camundongos 

nos braços abertos no teste do labirinto em cruz elevado  

Detectamos uma interação significativa entre "protocolo" e "tratamento 

experimental "[ F (5, 85) = 19,73, P < 0,0001], com efeito significativo de "protocolo"[ F 

(1, 85) = 164,5, P = 0,0001], e com significância no "tratamento experimental"[ F (5, 85) 

= 122,7, P < 0,0001] (Figura 30). No protocolo de prevenção e reversão, o grupo tratado 

com GBR12909 aumentou o percentual do tempo de permanência nos braços abertos 

(%TPBA) quando comparado ao grupo salina (p<0.0001). No protocolo de prevenção os 

grupos tratados com Li, Val, Mino25 e Mino50 conseguiram diminuir o %TPBA quando 

comparados ao grupo GBR12909 (p<0.001) e ao grupo salina (p<0.001). Também no 

protocolo de reversão os grupos tratados com Li, Val, Mino25 e Mino50 reverteram as 

alterações induzidas por GBR12909 quando comparados ao grupo GBR12909 

(p<0.0001). 
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Figura 30 - Efeito de Minociclina (Mino) e de drogas estabilizadoras do humor, lítio (Li) 
ou valproato (VAL) na prevenção ou reversão no percentual do tempo de permanência 
nos braços abertos (TPBA) induzido pela administração repetida de GBR-12909 em 
camundongos no teste de labirinto em cruz elevado. 
 

 

 

Camundongos Swiss foram submetidos aos protocolos de reversão e prevenção, com drogas 
estabilizadoras do humor e Mino, de comportamento tipo-mania induzido por GBR12909 e avaliados 
quanto ao percentual do tempo de permanência nos braços abertos (%TPBA). Cada barra representa a 
média ± SEM da porcentagem do tempo de permanência nos braços abertos (n= 6-8 animais por 
grupo).      *** P <0,001, **** P <0,0001 de acordo com ANOVA de duas vias seguido pelo teste 
pós-hoc de Tukey. 
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6.5 Expressão das proteínas DAT e IBA1 no hipocampo dos animais tratados com 

GBR12909  

6.5.1 Expressão da proteína DAT 

O tratamento repetido com GBR12909 causou uma redução significativa na 

expressão proteica do DAT em relação aos animais tratados com salina [F (5, 12) = 14,12, 

P <0,05] (Figura 31).  Mino 50 e Li não conseguiram prevenir nem reverter a redução do 

DAT causada por GBR12909. 

  
Figura 31 - Efeito da Minociclina e da droga estabilizadora do humor, lítio (Li) na 
prevenção ou reversão das alterações na expressão do transportador de dopamina (DAT) 
no hipocampo em animais sob o protocolo de prevenção e reversão induzido pela 
administração repetida de GBR-12909. 
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Camundongos Swiss foram submetidos aos protocolos de reversão e prevenção, com lítio e Mino, de 
comportamento tipo-mania induzido por GBR12909 e avaliados quanto a expressão proteica do DAT. 
Cada coluna representa a média ± SEM (n= 4 animais por grupo). * P< 0,05 versus controle, de 
acordo com a ANOVA de uma via, seguido do teste Brown-Forsythe  
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6.5.2 Expressão da proteína IBA1 

O tratamento repetido com GBR12909 causou aumento siginificativo na 

expressão do IBA1. O tratamento preventivo com Mino causou uma redução significativa 

deste parâmetro em relação ao grupo GBR12909. O grupo reversão tratado com Li 

manteve o aumento nos níveis de IBA1 induzido por GBR12909 (Figura 32).  

 

Figura 32 - Efeito da Minociclina (Mino50) e a droga estabilizadora do humor, lítio (Li) 
na prevenção ou reversão das alterações na expressão do IBA no hipocampo em animais 
sob o protocolo de prevenção e reversão induzido pela administração repetida de GBR-
12909. 
 

 
 

 

Camundongos Swiss foram submetidos aos protocolos de reversão e prevenção, com lítio e Mino, de 
comportamento tipo-mania induzido por GBR12909 e avaliados quanto a expressão proteica de IBA1. 
Cada coluna representa a média ± SEM (n= 4 animais por grupo). * P< 0,05 versus controle, de 
acordo com a ANOVA de uma via, seguido do teste Brown-Forsythe  
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6.6 Discussão 

6.6.1 Alterações cognitivas, de ansiedade, comportamento de risco e interação 

social induzidas por GBR12909 e efeitos da Mino 

Pacientes com TAB sofrem de comprometimento cognitivo que influencia 

significativamente suas atividades funcionais (SAITO et al., 2017), estas alterações 

cognitivas são observadas principalmente durante a progressão do TAB (MARTINO et 

al., 2017). Vale destacar que apesar da alta taxa de ansiedade em pacientes com TAB, 

durante o episódio de mania os pacientes encontram-se mais propícios a condutas de 

risco, o que pode estar relacionada a uma baixa ansiedade e aumento dos contatos sociais. 

Nesse contexto, nosso estudo se propôs em avaliar os efeitos da administração GBR12909 

repetida, no teste de labirinto em y (Y-maze), labirinto em cruz elevado (plus-maze) e 

interação social, bem como a testar o potencial da Mino e estabilizadores de humor 

clássicos como Li e VAL na prevenção e reversão dos efeitos induzidos por GBR12909. 

6.6.2 Minociclina previne alterações induzidas por GBR12909 no teste de Y-maze 

 

Na avaliação da memória de trabalho pelo teste de Y-maze observou-se que a 

Mino nas doses de 25 e 50 preveniu as alterações na memória de trabalho induzidas pelo 

GBR12909. Esse resultado corrobora com o estudo de (NADERI et al., 2017) em que a 

Mino na dose de 40mg/kg conseguiu prevenir as alterações de memória em animais com 

isquemia cerebral induzida pelo processo cirúrgico de oclusão da artéria carótida 

(NADERI et al., 2017). No presente trabalho os estabilizadores do humor, VAL e Li, que 

também apresentaram atividade preventiva nas alterações de memória induzidas por 

GBR12909, corroborando com estudos que relatam o potencial do Lítio no controle da 

cognição e melhora da memória de trabalho (TSALTAS et al., 2007) e da atividade 

terapêutica do Val nas funções cognitivas e de memória de ratos com modelo animal de 

Alzheimer (NALIVAEVA et al., 2012).  
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6.6.3 Minociclina previne alterações induzidas por GBR12909 no teste de interação 

social 

No TAB, estudos indicam uma menor capacidade de interação social em 

indivíduos portadores do transtorno (OWEN et al., 2016), podendo esse fato ser 

relacionado às oscilações de humor presentes. Entretanto, observa-se que na depressão há 

menor predisposição ao contato social, enquanto na mania o paciente se apresenta com 

alta expressão da fala e de busca de contato com outras pessoas, comportamento símile 

ao de mania que é observado em modelos animais tratados com anfetamina (MANDUCA 

et al., 2016). Na esquizofrenia, por exemplo, a menor capacidade de interação social se 

caracteriza no quadro de sintomas negativos, sendo também muito prejudicial a vida 

social do paciente (MISIAK et al., 2017). Nossos resultados corroboram com o sintoma 

clínico da mania e o aumento da interação social nos animais tratados com GBR12909. 

Em termos de prevenção e tratamento, a Mino, fármaco escolhido para investigação no 

presente trabalho, vem apresentando resultados promissores em estudos clínicos de 

comportamentos emocionais que requeiram decisão, bem como na correlação com a 

interação social (WATABE et al., 2012). Nos achados do nosso estudo no teste de 

interação social, podemos observar a atividade preventiva da Mino25 e Mino50, bem 

como dos estabilizadores do humor, enquanto na reversão apenas a dose de Mino50 e os 

estabilizadores de humor apresentaram resultado significante, o que nos indica uma 

relação entre os achados e os estudos citados acima, causa esta que pode estar relacionada 

com a ação antioxidante da Mino e na neuroplasticidade (MONTE et al., 2013), 

mecanismos que estão comprometidos na fisiopatologia do TAB, o que, portanto, 

corrobora com nossos resultados (ARIANA et al., 2015). Em trabalho prévio mostramos 

que a doxiciclina, fármaco também da família das tetraciclinas, foi capaz de prevenir as 

alterações depressão-símile induzidas por LPS (lipopolissacarídeo) (FERREIRA 

MELLO et al., 2013), o que mostra um potencial efeito estabilizante do humor destas 

tetraciclinas. 

6.6.4 Minociclina previne alterações induzidas por GBR12909 no teste de plus-

maze 

A ansiedade se apresenta em vários transtornos mentais, e também no TAB vem 

sendo relatada no DSM-V como fator preponderante e persistente nos casos de 
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transtornos afetivos e de humor, e na mania em termos clínicos sendo acompanhada de 

períodos de irritação, porém este manual não caracteriza arsenal terapêutico exclusivo 

nessas condições, principalmente no processo prodrômico deste transtorno (CHAM; 

KOSLIK; GOLOMB, 2016), o que reforça a necessidade de investigação de novos 

fármacos. Avaliamos ansiedade através do teste de plus-maze, quanto ao tempo de 

permanência e o número de entrada nos braços abertos, pois estes dois aspectos condizem 

com a avaliação dos níveis de ansiedade, pois fundamenta-se na resistência natural de 

camundongos para áreas abertas e elevadas, bem como sobre seu comportamento natural 

exploratório espontâneo em ambientes inovadores (KOMADA; TAKAO; MIYAKAWA, 

2008). Nos nossos resultados o GBR12909 aumentou a exploração dos animais nos 

braços abertos, caracterizando desta forma um aumento no comportamento de risco 

(YOUNG et al., 2011). A Mino foi capaz de prevenir e reverter estas alterações no teste 

do labirinto em cruz elevado. Vale destacar que este resultado está em linha com o 

resultado obtido no teste do odor do gato, onde os animais apresentaram mais exposição 

ao risco quando administrados GBR12909 sendo que a Mino, principalmente na dose de 

50 mg/kg foi capaz de alterar esta resposta. Estes achados mostram que a Mino pode ser 

uma terapia importante para os estados de mania. 

Essa performance conexa ao risco no TAB tem analogia com o aumento nos 

níveis de dopamina, que tanto está implicado na fisiopatologia da mania bem como na 

própria ação do GBR12909. Ao observarmos a atividade preventiva da Mino nesse 

contexto, sugere-se seu papel na regulação deste neurotransmissor no TAB, aspecto a ser 

analisado em outras investigações. 

Dessa forma, nossos estudos indicam a necessidade de mais investigações a 

respeito da atividade terapêutica potencial da Mino nas alterações de memória , interação 

social, ansiedade e comportamento de risco presentes no TAB. 

6.6.5 Análise da expressão protéica do transportador de dopamina (DAT) nos 

grupos controle e tratados com Minociclina 50mg e Lítio 47,5mg prevenção e 

reversão induzidos por GBR 12909 

O domínio regulatório na conservação da homeostase envolvendo a função de 

dopamina é fornecido pelo transportador de dopamina (DAT), (KLOSOWICZ et al., 

2017), que tem a capacidade de remover a DA presente na fenda sináptica e interromper 

o sinal produzido pelo neurotransmissor. O funcionamento reduzido deste transportador 
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aumenta os níveis de DA na fenda sináptica impedindo seu retorno a célula pré-sináptica, 

como citado anteriormente, foi associado ao TAB (YOUNG et al., 2011). Não está 

evidente como os estabilizadores de humor, como o Li age em animais com função de 

DAT reduzida, embora, em estudos com ratos com expressão normal de DAT, o Li não 

afetou os níveis de dopamina basal, mas alterou a liberação de dopamina (MILIENNE-

PETIOT et al., 2017b). Nossos resultados indicaram expressão proteica do DAT no grupo 

salina (controle negativo), entretanto o grupo administrado GBR12909 apresentou uma 

grande redução na expressão desta proteína, o que não foi revertido pelas drogas testadas. 

Esse resultado pode estar relacionado com o fato do metabolismo da Dopamina e, 

consequentemente, da sensibilidade do DAT a uma variação relacionada ao tempo e a 

horários, pois estudos já sugerem uma maior flutuação no período diurno na atividade de 

neurônios dopaminérgicos (FERRIS et al., 2014), o que pode ter influenciado nos 

resultados expostos, pois os tratamentos com GBR12909 e os demais fármacos eram 

feitos durante o dia, e o último dia do protocolo e da dissecação das áreas cerebrais 

também. Outro ponto a ser considerado é o fato do desligamento do DAT do seu inibidor, 

em que alguns estudos sugerem que isso demore em torno de 24h, e nossos experimentos 

seguiram o processo de comportamento e dissecação 2h após o último dia de tratamento, 

fato este que também pode ter influenciado na resposta e expressão proteica do DAT nos 

animais tratados com GBR12909, Mino e Li, interferindo na possível atividade destes 

fármacos com a inibição do DAT pelo GBR12909.  

Vale salientar, que essa redução do DAT nos animais tratados com os 

estabilizadores do humor não necessariamente indica a total ausência de regulação nos 

níveis de dopamina, pois em outros testes avaliados na pesquisa observamos que o 

prejuízo comportamental, de estresse oxidativo e de neuroplasticidade foram 

significativamente afetadas pelos estabilizadores do humor e pela Mino em ambas as 

doses estudadas, sendo parte destes comportamentos dependentes de dopamina. 

Entretanto, embora o Li e a Mino não tenham apresentado essa resposta quanto 

ao DAT, podemos dizer que o resultado corroborou em reforçar o papel do GBR12909 

como inibidor do DAT, reforçando estudos anteriores comparando o efeito do GBR12909 

ao uso de animais knockout para o DAT como modelos de mania (YOUNG et al., 2010b),  

porém nestes estudos anteriores não foi avaliada a expressão proteica do DAT, visto que 
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os protocolos de uma forma geral são baseados em administração única de GBR12909, 

enquanto que o nosso foi baseado em uma administração repetida.  

Dessa forma, sugere-se que o protocolo de comportamento tipo-mania induzido 

pelo GBR12909 se apresenta de importância equiparada ou superior ao modelo da d-

anfetamina proposto previamente (FREY et al., 2006d) e utilizado como padrão ouro para 

o estudo deste comportamento em roedores.  

6.6.6 Análise da expressão protéica do IBA1 nos grupos controle e tratados com 

Minociclina 50mg e Lítio 47,5mg prevenção e reversão induzidos por GBR 12909 

A neuroinflamação estuda alterações imunes do sistema nervoso central (SNC), 

tendo nítida e confirmada participação na fisiopatologia de transtornos mentais. A 

microglia, célula imune inata residente no SNC, atua como mediador celular essencial do 

processo de neuroinflamação. Ela quando ativada produz citocinas e quimiocinas que 

influenciam na plasticidade sináptica, no metabolismo de neurotransmissores e 

neurocircuitos que atuam na regulação do humor (ISGREN et al., 2017).  

Diversas pesquisas já indicam a ligação da neuroinflamação na fisiopatologia do 

TAB, com comprometimento de mecanismos de neuroplasticidade, sobrevivência 

neuronal, parâmetros que são diretamente influenciados pela atividade de 

neurotransmissores, hormônios e neurotrofinas; e que desregulados podem promover 

instabilidade no processo de homeostase, atuando como pró-inflamatórios, e assim 

influenciando na gênese do TAB. Isso é comprovado através de pesquisas atuais que vem 

evidenciando o aumento de achados de citocinas inflamatórias em diferentes fases do 

TAB, agindo desde a ativação de neutrófilos, aumento da permeabilidade celular e síntese 

de proteínas de fase aguda do processo inflamatório. Relacionando assim o papel do  

sistema imune inato como diretamente associado ao TAB, bem como de fatores 

neurotróficos, especialmente o fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), estresse 

oxidativo, além de citocinas e quimiocinas (SAYANA et al., 2017), todos em conjunto 

promovendo um processo de desregulação inflamatória no SNC, e causando assim, 

progressão do transtorno e indicando a necessidade de novos fármacos que atuem neste 

alvo que se apresenta como de grande relevância na fisiopatologia do TAB. 

Nossos resultados indicaram que a administração repetida de GBR12909 é capaz 

de aumentar a expressão proteica de IBA1, uma proteína de ligação ao cálcio específica 
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para microglia / macrófagos (OHSAWA et al., 2004), e que o Li e Mino foram capazes 

de prevenir esta alteração. Este achado corrobora com o efeito anti-inflamatório da Mino  

(ROSENBLAT; MCINTYRE, 2016), sugerindo, portanto que o efeito de estabilização da 

microglia pela Mino é importante para seu efeito antimaníaco.  

 

Escolhemos avaliar a atividade inflamatória através da micróglia através da 

técnica de imunoblotting na área do hipocampo visando um resultado seguro e robusto, 

já que microglia e astrócitos são os maiores tipos de células gliais envolvidas na regulação 

do processo imunológico de processos patológicos cerebrais (CHEN et al., 2015), estando 

também envolvidos na produção e liberação de citocinas inflamatórias, produção de 

espécies reativas de oxigênio e consequentemente na lesão neuronal (CHEN et al., 2015), 

sendo assim parâmetro norteador do processo inflamatório no modelo animal estudado e 

no tratamento.  

Relacionando o envolvimento do processo inflamatório com outras vias 

avaliadas na pesquisa como o estresse oxidativo, observamos que, de fato, a Mino 

conseguiu prevenir e reverter as alterações na peroxidação lipídica no hipocampo 

induzidos pelo tratamento repetido com GBR12909, corroborando com o achado de 

prevenção na avaliação do marcador IBA1, sendo um indicador que nesta área cerebral a 

Mino consegue expressar sua ação anti-inflamatória corroborando com o estudo em que 

demonstra seu papel neuroprotetor através da regulação da expressão de IBA1 em injúria 

cerebral neonatal induzida por hipóxia (MIN et al., 2017).  

Logo, nosso estudo acredita contribuir com a demonstração que a Mino possa 

vir a ser mais investigada e assim colaborar quanto ao seu papel anti-inflamatório na 

fisiopatologia do TAB. 
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7.0. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O TAB vem sendo considerado como uma das dez doenças mais incapacitantes 

do mundo, o que o sinaliza como um alvo necessário e urgente de pesquisas na área de 

neurociências e psiquiatria translacional. Indica conceber que uma grande parcela da 

população de médicos e pacientes necessitam desse investimento intelectual e do retorno 

científico com resposta através da sinalização de novas substâncias efetivas através de 

modelos animais que mimetizem o transtorno. 

Nossa pesquisa se propôs a contribuir com a pesquisa para o TAB através da 

investigação de um novo modelo de mania induzido pela administração repetida de 

GBR12909 e do efeito potencial da Mino, um fármaco já utilizado na clínica como 

antimicrobiano, e que vem apresentando efeitos neuroprotetores. Buscamos adaptar o 

modelo de mania com o uso repetido do GBR12909 para a realização de protocolos de 

prevenção e reversão semelhantes ao modelo de mania induzido por d-anfetamina  (FREY 

et al., 2006c), (KAPCZINSKI et al., 2008a), padrão ouro para o estudo da mania.   

A proposta inicial do trabalho foi verificar o curso temporal das alterações 

induzidas pela administração única do GBR12909. Neste protocolo observamos o 

comportamento de hiperlocomoção em grupos distintos nos períodos de tempo de 2, 4, 8, 

12 e 24h após administração do GBR12909, e que encontramos melhor resultado nos 

pontos de tempo de 2 e 24h, o que nos norteou a adaptação do modelo. Além disso, 

observamos a atividade dos estabilizadores do humor Li e Val na prevenção de animais 

tratados durante 3 dias com estes fármacos e posterior tratamento com GBR12909, 

reforçando os próximos passos da pesquisa em que continuamos utilizando Li e Val como 

grupos controle positivo com a finalidade de comparação para avaliar a atividade da Mino 

no modelo, onde os resultados estão ilustrados no esquema do Quadro 3.  

Posteriormente, seguimos o protocolo de prevenção e reversão através da 

administração repetida de GBR12909 com avaliação da hiperlocomoção através do teste 

do campo aberto, do comportamento de risco através do teste do odor do gato e do estresse 

oxidativo através dos testes de GSH e TBARs, em que a Mino apresentou resultados 

significativos quando comparado aos estabilizadores do humor, reforçando seu possível 

papel como fármaco antimaníaco, conforme demonstramos os resultados encontrados no 
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esquema do Quadro 4. Vale destacar que os poucos grupos de pesquisa que trabalham 

com GBR12909 como modelo de mania normalmente o fazem com administração única. 

Na terceira etapa seguimos com o protocolo de prevenção e reversão onde 

avaliamos os comportamentos relacionados a memória, interação social e ansiedade, bem 

como a expressão proteica dos marcadores DAT e IBA através do imunoblotting, em que 

buscamos avaliar o alvo do GBR12909, o DAT, e o papel da Mino como anti-inflamatório 

com o marcador de micróglia, Iba1. Esses resultados demonstraram um papel 

significativo de prevenção da Mino nas alterações comportamentais induzidas por 

GBR12909. Observamos neste protocolo, que o GBR12909 causou déficits na memória 

de trabalho e comportamento de redução da ansiedade/aumento do comportamento de 

risco, enquanto que a Mino foi capaz de prevenir e reverter parcialmente estas alterações. 

Vimos também que a Mino apresentou efeito anti-inflamatório reduzindo a expressão de 

IBA1 e que a grande redução do DAT induzida pelo GBR12909 não foi revertida por 

nenhuma das drogas testadas. Esses resultados estão demonstrados no esquema do 

Quadro 5. 

Como perspectivas de continuidade do estudo destacamos a análise da GSK3β, 

citocinas e a avaliação da atividade mitocondrial, parâmetros de suma importância na 

fisiopatologia do TAB. Como limitação do estudo temos o tempo de 2 h para avaliação 

do DAT, o que pode ter interferido nos resultados obtidos. Seguimos esse tempo de 2 h 

baseado nas pesquisas de modelos animais de mania que seguem esse protocolo. 

Entretanto, para o GBR12909 acreditamos que seria interessante utilizar outra variação 

maior de tempo para expressar de forma mais expressiva o marcador DAT.  

Outro ponto a ser analisado em próximos estudos está em avaliar o efeito de 

outros fármacos no modelo de mania induzido por GBR1209, além dos fármacos padrão 

Li e Val e da própria Mino. É interessante pensar em um fármaco que possa atuar 

antagonizando o efeito molecular de inibidor do DAT e que assim opere na ação inicial 

do GBR12909.  

Assim, confiamos, a partir dos dados achados, que a pesquisa teve delineamento 

e saldos positivos que sinalizam como subsídios para posteriores investigações e assim 

cooperando com a literatura científica acerca deste transtorno tão preocupante para a 

saúde pública mundial. 
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Quadro 3 – Resumo dos resultados encontrados no Protocolo 1 

Administração única de GBR12909 10mg /kg ou Sal (ip) 

Na Avaliação da 

Atividade Locomotora 

      apresentaram melhor 

resposta 

Grupos de 2h e 24h após a 

administração 

 

Glutationa Reduzida 

Córtex Pré-Frontal 

 

GSH diminuiu no tempo de 

8,12 e 24h 

Estriado 

 

GSH diminuiu no tempo de 

2,4,8 e 12h 

Hipocampo 

 

GSH diminuiu em todos os 

pontos de tempo avaliados 

 

Níveis de MDA 

Córtex Pré-Frontal 

 

MDA aumentou no tempo de 

2 e 12h 

Estriado 

 

MDA aumentou no tempo de 

2 e 12h 

Hipocampo 

 

MDA aumentou no tempo de 

2 e 12h 
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Quadro 4 – Resumo dos resultados encontrados no Protocolo 2 

Administração repetia de GBR12909 10mg /kg ou Sal (ip) 

Na Avaliação da 

Atividade Locomotora 

Mino doses de 25 e 

50 mg /kg 

Minociclina previne e reverte  hiperlocomoção e 

comportamento exploratório 

Teste do Odor do Gato Mino doses de 25 e 

50 mg /kg 

Minociclina previne e reverte o aumento do 

comportamento de risco induzido 

 

 

 

 

 

Glutationa Reduzida 

 

Córtex Pré-Frontal 

 

Prevenção - Redução nos níveis de GSH nos 

grupos Sal + GBR12909, Li + GBR12909, VAL 

+ GBR12909, Mino25 + GBR12909 ou Mino50 

+ GBR12909 

Reversão - GBR12909 + VAL ou GBR12909 + 

Mino50 diminuição dos níveis de GSH em 

relação ao grupo controle, GBR12909 + Mino25  

aumentou os níveis de GSH quando comparado 

ao grupo GBR12909 + Sal 

Estriado 

 

Prevenção - os tratamentos testados (Li, VAL, 

Mino25 ou Mino50) mantiveram a diminuição 

dos níveis de GSH 

Reversão - todas as drogas testadas reverteram 

a diminuição do teor de GSH 

 

Hipocampo 

 

Prevenção - Nenhum dos medicamentos 

testados (Li, VAL, Mino25 ou Mino50) impediu 

as alterações nos níveis de GSH 

Reversão - O tratamento com Mino 25 ou 

Mino 50 reverteu a redução nos níveis de 

GSH  

Vermis cerebelar 

 

Não houve diferença significativa no 

conteúdo do GSH observado no protocolo 

de prevenção ou reversão 
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NÍVEIS DE MDA 

 

 

Córtex Pré-Frontal 

 

Prevenção - Foi prevenida pela 

administração de Li ou VAL, enquanto o 

pré-tratamento com Mino25 ou 50 

aumentou esse parâmetro em relação ao 

controle e animais tratados com GBR12909 

Reversão -  Peroxidação lipídica aumentou 

em animais tratados com GBR12909, e o 

tratamento com VAL ou Mino25  também 

demonstrou aumento quando comparado ao 

animais controle tratados com GBR12909 

Estriado 

 

MDA aumentou no tempo de 2 e 12h 

 

Vermis cerebelar 

 

Prevenção - Aumento da peroxidação 

lipídica nos grupos VAL + GBR12909, 

Mino25 + GBR12909 ou Mino50 + 

GBR12909  

Reversão -  Aumento da peroxidação 

lipídica nos grupos GBR12909 + Li ,  

GBR12909 + VAL, GBR12909 + Mino25, 

GBR12909 + Mino50  

Hipocampo 

 

Prevenção -  Grupo Mino25  apresentou 

redução da peroxidação lipídica em relação 

ao grupo GBR12909 + Sal 

Reversão -  Não houve resultado 

significativo 

BDNF Hipocampo 

 

A minociclina reverteu a diminuição dos 

níveis de BDNF do hipocampo 
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Quadro 5 – Resumo dos resultados encontrados no Protocolo 3 

Administração repetida de GBR12909 10mg /kg ou Sal (ip) 

Teste de Interação Social Mino doses de 25 e 

50 mg /kg 

Mino preveniu e reverteu as alterações 

causadas pelo GBR 12909  

Teste de Y-maze Mino doses de 25 e 

50 mg /kg 

Minociclina preveniu as alternações 

espontâneas de animais tratados com GBR 

12909 

Teste do labirinto em 

cruz elevado (NEBA) 

Mino doses de 25 e 

50 mg /kg 

Nos protocolos de prevenção e reversão os 

grupos tratados com Li, Val, Mino25 e 

Mino50 conseguiram diminuir o NEBA 

quando comparados ao grupo GBR12909 

Teste do labirinto em 

cruz elevado (TPBA) 

Mino doses de 25 e 

50 mg /kg 

Mino conseguiu prevenir e reverter o tempo 

de permanência dos camundongos nos 

braços abertos no teste do labirinto em cruz 

elevado 

Expressão da proteína 

DAT 

Mino 50 mg /kg 

 

Hipocampo 

 

O tratamento repetido com GBR12909 

causou uma redução significativa na 

expressão proteica do DAT em relação 

aos animais tratados com salina  Mino 

50 e Li não conseguiram prevenir nem 

reverter a redução do DAT causada por 

GBR12909. 

Expressão da proteína 

IBA1 

 

Mino 50 mg /kg 

 

Hipocampo 

 

O tratamento repetido com GBR12909 

causou aumento siginificativo na 

expressão do Iba1. O tratamento 

preventivo com Mino causou uma 

redução significativa deste parâmetro 

em relação ao grupo GBR12909.  
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8.0.  CONCLUSÃO 

Os resultados apresentados neste estudo apontam para o período de tempo de 2 

h pós-GBR12909 (em administração única) como o mais evidente para a avaliação de 

alterações comportamentais e neuroquímicas relacionadas ao fenótipo de mania. Outra 

observação importante foi que Li, bem como VAL foram eficazes na prevenção das 

alterações comportamentais induzidas por este inibidor de DAT. Em geral, nossos 

resultados contribuem para a validade de constructo (pela determinação de desequilíbrio 

oxidativo), bem como para a validade preditiva do modelo de mania induzido por 

GBR12909 (pela determinação de efeitos preventivos do Li e Val). Aqui também 

estendemos a validade do modelo animal de mania induzido pela administração repetida 

de GBR12909, mostrando a manifestação de alterações pró-oxidante, neuroinflamatórias, 

e redução da expressão proteica de DAT, bem como a capacidade das drogas 

estabilizadoras do humor, Li e VAL, na prevenção e reversão dessas alterações.  

Trazemos conclusões iniciais em relação à prevenção e reversão de alterações mania-

símile induzidas pelo GBR12909 com a Minociclina. O efeito preventivo foi relacionado 

a alterações antioxidantes em áreas cerebrais como hipocampo e estriado, enquanto 

alterações neurotróficas foram observadas no efeito de reversão. A minociclina também 

preveniu alterações neuroinflamatórias induzidas por GBR12909, o que não foi visto com 

o Li. Assim, nossos resultados dão a primeira evidência pré-clínica sobre o potencial 

antimania, bem como do possível efeito enquanto estabilizador da minociclina. Este 

estudo abre perspectivas para a concepção de ensaios clínicos de prova de conceito do 

uso da minociclina (sozinha ou como um tratamento adjuvante) para mania.  
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