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Reasumo

(Resumo

O litio (Li*) é comumente utilizado como agente estabilizador do humor no
tratamento e profilaxia de pacientes com transtorno afetivo bipolar. Estudos
recentes indicam que pacientes bipolares gravidas ndo devem ser orientadas a
interromper o tratamento, pois a descontinuidade da administragéo do Li" pode
levar a recorréncia da doenga e, consequentemente, ao aumento da taxa de
suicidio. No entanto, o tratamento com Li* pode alterar o desenvolvimento
comportamental das geragoes descendentes na idade adulta, quando
" administrado durante o periodo puerperal. Investigamos O impacto da exposi¢ao
perinatal ao cloreto de litio sobre a exploracao/emocionalidade, aprendizagem &
meméria nos descendentes de ratas em idade adulta. Ratas Wistar foram tratadas
com solucdo de cloreto de lito 10 mM ou cloreto de soédio, na mesma
concentracdo, como Unica fonte de agua durante todo o periodo perinatal. Apos o
nascimento, foi aplicada a adogao cruzada da metade das ninhadas, formando os
seguintes grupos experimentais (N = 10 ninhadas/grupo): 1) Sal - Na* durante a
gravidez e lactagéo; 2) LiP0s - Na* durante a gravidez e Li* durante a lactag@o; 3)
LiPré - Li* durante a gravidez e Na® durante a lactacao; 4) Li-Li" durante a
gravidez e lactagdo. Os resultados encontrados sugerem que o tratamento pré e
pés-natal com Li* ocasiona um prejuizo da ateng&o/aquisi¢ao da aprendizagem

em descendentes fémeas na idade adulta.
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J.] Cranstorne afetive bipolar

O transtorno afetivo bipolar consiste erm alteragcbes patogénicas do
pensamento, do humor e do comportamento, originando desde dificuldades de
adaptacéo social e sofrimento até reacdes incapacitantes que podem levar a
morte. Também conhecido anteriormente como psicose maniaco-depressiva, esta
patologia apresenta extremos opostos de um espectro afetivo, caracterizados por
mania e depressdo. A mania € um periodo distinto de humor anormal e
persistentemente elevado, expansivo ou irritavel enquanto a depressao leva a um
humor deprimido e a diminui¢ao do interesse ou prazer em todas as atividades
(STAHAL, 2000).

Qualificado por dois ou mais episodios de oscilagao anormal do estado de
humor, o transtorno afetivo bipolar € debilitante e afeta aproximadamente 1% da
populagcdo. Desta forma, representa um sério problema de saude publica, pois
gera prejuizo no desempenho social ou ocupacional do individuo, com risco
significativo de suicidio, principalmente quando associado a episodios
depressivos. Cerca de 25 a 50% dos pacientes bipolares tentam o suicidio, pelo
menos uma vez, e 15% realmente o cometem (SUPPES, DENNEHY, 2002). A
frequéncia desta doenca € similar para os géneros porém, o indice de suicidio nas

mulheres & duas a trés vezes maior do que nos homens (PARRY, NEWTON

2001).
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Shtrodugio

A evolugdo longitudinal da doencga bipolar é caracterizada por freqientes
episodios recorrentes de depressao e mania que podem ocorrer simultaneamente,
dando origem ao estado de humor misto. Além distc, o transtorno bipolar pode
transformar-se em ciclagem rapida, com pelo menos quatro oscilagoes de humor
entre mania e depressdo, em um periodo de 12 meses, piorando o prognostico da
doenca (STAHL, 2000).

As flutuagdes do humor se tornam mais freqlentes, mais graves e menos
reativas aos medicamentos a medida que o tempo passa, principalmente se o
tratamento for insuficiente ou inadequado (STAHL, 2000). Por isso, a estabilizagao
dos transtornos bipolares é cada vez mais importante, nao somente para o retorno
dos pacientes ao bem-estar, como também para evitar a evolugcéo crénica e

cadtica da doenca a longo prazo.

]2 Cratamento do transtorno afétive bipolar

O estabilizador de humor litio é o farmaco de escolha para o tratamento do
transtorno bipolar, ndo apenas porque trata episédios agudos de mania, mas
também por ser uma droga psicotropica com efeito profilatico comprovado na
prevencao de futuros episédios da doenca (JANICAK, WATANABE, 1998).

As formas farmacéuticas atualmente utilizadas sado sdlidas na forma e

comprimidos ou cépsulas de carbonato de litio e solu¢bes liquidas de citrato
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de litio. Para os pacientes agudamente maniacos sao preferidos os limites de
0.9 a 1,2 mEq por litro. Para uso a longo prazo, valores menores (0,4 a 0,8mEq/L)
sio considerados mais adequados e seguros, prevenindo o transtorno bipolar
recorrente (CALIL, 1997). E necessaria a individualizagdo das doses de
manutencdo e profilaticas para se obter uma relacdo risco/beneficio favoravel,
uma vez que o aumento das concentragoes séricas de litio desencadeia efeitos
colaterais ascendentes.

O litio possui uma margem de seguranga pequena, na qual valores acima
de 1,2mEg/L séo relacionados a intoxicagao. Desta forma, é essencial a freqiente
monitoragdo da concentragao plasmatica dos niveis de litio (JANICAK,
WATANABE, 1998).

O uso crénico de litio, em concentragdes terapéuticas, melhora a qualidade
de vida do paciente com, relativamente, poucos efeitos colaterais; este ion néo e
sedativo, depressor ou euforizante, diferente de outros agentes psicotropicos.
Além disso, o Li* demonstra um alto potencial redutor sobre o risco de suicidio
(NIERENBERG, GRAY, GRANDIN, 2001; BALDESSARINI et al., 2002).

A descontinuidade do tratamento, principalmente de forma abrupta, pode
contribuir para o excesso de recidivas precoces da doenga ou para ©
desenvolvimento de ciclagem rapida levando a um aumento da morbidade e

comportamento suicida (SUPPES et al., 1991; FAEDDA et al., 1993).

-39.
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Assim, o litio deve ser'continuado por, no minimo, varios meses apos a
recuperacdo plena do paciente, sendo possivelmente necessaria a prorrogagao
indefinida do tratamento de manutencdo (GOODWIN, JAMISCN, 1990; TOHEN,
WATERNAUX, TSUANG, 1990). A decisao clinica de prolongar o tratamento
baseia-se no balanceamento entre a freqliéncia e a gravidade dos episodios
pregressos do transtorno bipolar, a idade e a aderéncia estimada do paciente ao
tratamento (BALDESSARINI, FAEDDA, SUPPES, 1995).

As alternativas ou adjuntos mais bem sucedidos para o litio, até 0 momento,
sdo os anticonvulsivantes carbamazepina e acido valpréico (ou seu sal sodico)
que evidenciam atividade antimaniaca e estabilizadora do humor (SMALL, 1990).
Esses agentes se tornam uma opg¢ao de tratamento para pacientes refratarios a
monoterapia com Li* (BEERS, BERKOW, 2000; STAHL, 2000).

Por fim, o tratamento bem sucedido do transtorno bipolar proporciona ao
paciente o engajamento social, ocupacional e, principalmente, o retorno sadio ao
ambiente familiar, com possibilidades reais de formacao de familia e geragéo de

filhos.

].3 Cranstorno afétive bipolar ¢ gravides

A gravidez e o parto sdo momentos de transformagdes fisiologicas,

emocionais e sdcio-familiares extremamente importantes para a vida da mulher. O
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periodo puerperal é reconhecidamente uma fase critica e de alto risco emocional,
havendo um grande aumento de estresse e da ansiedade (MCGRATH, BUIST,
NORMAN, 1999). Por isto, o transtorno afetivo bipolar pode manifestar-se pela
primeira vez neste periodo ou, como parece ser mais frequente, apresentar-se
como agravamento ou recaida de episodios pregressos.

Sao cada vez mais claras e inequivocas as pesquisas sobre os efeitos
danosos desta enfermidade manifestada durante a gravidez. A gestante bipolar
apresenta uma acentuada diminuicdo dos cuidados pessoais, um abandono do
pré-natal e do acompanhamento médico da impulsividade. Nao raramente, ocorre
o aumento do consumo de dlcool e de outros psicotropicos, além de aumentar
drasticamente as chances da paciente cometer suicidio.

Estudos sugerem um relacionamento causal entre a manifestagcao de
transtornos  psicoldgicos maternais desde a gestagdo, e alteragbes no
desenvolvimento fisico e comportamental dos descendentes.

CHUNG et al. (2001) mostraram que as mulheres que tiveram sintomas
depressivos acentuados durante o terceiro trimestre, apresentaram maior
incidéncia de complicagdes obstétricas no parto. Observaram ainda que, as
criangas dessas maes deprimidas eram também mais sujeitas as admissoes em
unidades de cuidados intensivos de recém nascidos.

A ocorréncia de ambas formas de crises (maniacas e depressivas), durante
a gestagdo, pode acarretar no aumento do numero de filhos com prejuizo do

estado cognitivo-afetivo, dificuldades de relacionamento interpessoal e até mesmo
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condutas anti-sociais ou atos de delingiéncia (COHN, TRONICK, 1989;
ZUCKERMAN et al.,1990).

Durante o pés parto, estima-se que as pacientes bipolares possuam risco de
recorréncia entre 20 a 70% (GOODNICK et al., 2000; VIGUERA et al., 2000).
Estas mulheres podem desenvolver um quadro com sintomas psicoticos e, assim,
comprometer profundamente seu relacionamento com 0 bebé. Os transtornos
psiquicos da mae podem levar a negligéncia fisica ou emocional, abuso e maus-
tratos, muitas vezes, acarretando prejuizo irreversivel ao neonato. O grau dessa
negligéncia é diretamente proporcional a gravidade das condi¢Ges psiquicas
- maternas.

A gravidez nd@o so6 afeta o curso do transtorno bipolar, como também influi
sobre a opcdo terapéutica escolhida. O objetivo principal do tratamento
psiquiatrico da gestante € controlar a enfermidade sem ocasionar riscos ao feto.
Para isto, obstetras e psiquiatras avaliam cuidadosamente qual o agente
terapéutico mais seguro, O ajuste da dose necessaria e do numero de
administracdes diarias, a fim de assegurar o melhor resultado possivel para a mae
e o0 bebé.

Os agentes anticonvulsivantes carbamazepina e 4dcido valproico,
administrados durante a gravidez, se mostram extremamente teratogénicos;
apresentam atraso no desenvolvimento fetal, hipoplasia das unhas, defeitos
craniofaciais menores e, sobretudo, estdo associados ao risco de espinha bifida

irreversivel, o qual pode superar 1 por 100. Desta forma, o tratamento de
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gestantes bipolares com estes agentes consiste em uma alternativa irracional
(SCHOU, 1990).

O litio, portanto, parece ser a terapia disponivel mais adequada para
pacientes bipolares na gravidez e no puerpério, quando necessaria a prevengao

de episddios recorrentes e redugdo da morbidade/mortalidade materna.

1.4 Coicidads do litio no periodo puerperal

Alguns medicamentos ndo sdo indicados durante a gravidez e
amamentagdo, outros sdo indiferentes e, outros ainda, s&o extremamente
indispensaveis. Com frequéncia, a medicagdo psicotrépica é necessaria para o
tratamento de transtornos emocionais durante o periodo puerperal. Porém, a
possibilidade de efeitos toxicos no feto deve ser avaliada cuidadosamente. O uso
do estabilizador de humor litio, neste periodo, vem sendo extensamente estudado,
visto que a probabilidade da mulher engravidar durante a terapia cronica € maior
do que durante o tratamento agudo.

O litio atravessa a placenta facilmente, estando presente no feto em
concentragdo praticamente equivalente aquela encontrada no sangue materno
(LINDEN, RICH, 1983). Portanto, o feto é atingido diretamente por esta droga.
Desta maneira, evitar a toxicidade da mae é essencial para evitar a toxicidade

fetal.
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Mesmo assim, o uso de litio em concentragdes terapéuticas, na gestacao,
pode estar associado ao bdcio neonatal, depressdo do SNC, hipotonia e sopro
cardiaco. Contudo, todas essas condi¢cdes sao revertidas com o tempo (LINDEN,
RICH, 1983; PACKER, 1992).

Foi observado, também, que o uso de litio no primeiro trimestre da gestagao
pode estar associado a um aumento da incidéncia de anomalias cardiovasculares
do neonato, em especial a ma formagao de Ebstein (valva tricuspide mal formada,
usualmente com um defeito septal) (KALLEN, TANDBERG, 1983). Esta
preocupacdo & provavelmente superestimada, pois baseia-se em relatos de
protocolos do litio que né&o consideravam fatores genéticos, interagées com outras
drogas, a idade da paciente ou complicagdes ocorridas durante a gravidez. Além
disso, as doses de litio utilizadas nestes estudos eram bem acima das usadas na
clinica atualmente.

Estudos epidemioldgicos, mais bem controlados, indicam que o risco de ma
formacédo cardiovascular fetal € muito menor que o que se pensava a principio
(COHEN et al., 1994; COHEN et al., 1995; ALTSHULER et al.,1996). Em
particular, o risco basal de anomalia de Ebstein de cerca de 1 por 20.000
nascimentos vivos pode aumentar varias vezes, mas, provavelmente, nao supera
a 1 por 5.000. Outro fator relevante é que este defeito é detectavel, em utero, por

meio de ultra sonografia e, com freqiéncia, é passivel de corre¢&o cirurgica.
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No leite, o litio tem sido encontrado em concentragao entre 10 e 50% da
concentragao sérica materna (SCHOU, 1990). Os beneficios fisicos e emocionais
advindos da amamentagdo sao notoriamente conhecidos para o recém nascido e
para a mae.

Porém, em se tratando de mée sob a terapia a base de litio, o aleitamento
materno passa a ser um periodo de exposicdo adicional do lactente ao litio, nao
sendo recomendado pela maioria dos autores (ROBINSON, STEWART, 1986;
BEERS, BERKOW, 2000; ERNST, GOLDBERG, 2002). Esta exposi¢ao pode
implicar em toxicidade neonatal, visualizada por letargia, hipotonia, taquicardia,
cianose, e tremor cronico (PACKER, 1992).

A simples suspensdo da amamentagéo reduz os niveis elevados de litio no
neonato e reverte este quadro rapidamente. Contudo, s@o desconhecidas as
conseqiiéncias neurotoxicas a longo prazo. Ainda sao necessarios maiores
estudos avaliando um possivel prejuizo no desenvolvimento comportamental
temporario ou permanente do recém nascido, que aparecera muito depois da
droga cessar sua atividade.

Devido as alteragdes fisiolégicas da gravidez, as doses de litio devem ser
cuidadosamente reajustadas com monitorizagdo dos niveis plasmaticos mais
freqientes, a fim de evitar intoxicagao ou ineficacia do tratamento. A excregao do

litio & feita quase que totalmente pelos rins.
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Durante a gravidez, a filtragdo glomerular tem sua atividade aumentada,
sendo necessario elevar as doses de Li* até o final da gestacao (JACOBSON et
al., 1992). A terapia deve ser descontinuada 2 a 3 dias antes da data esperada
para o parto, objetivando diminuir as concentragdes de litio no organismo materno
e no recém nascido. Esta providéncia previne o acumulo de litio causado por
alteragdes no balango eletrolitico durante o parto. O tratamento deve ser
reintroduzido, imediatamente apés o parto, para prevenir uma recorréncia da
doenca bipolar neste periodo. Porém, durante a diurese pés parto, pode-se prever
a retencdo potencialmente toxica de litio pela mae, sendo necessdria a reducao
apropriada da dose (JACOBSON et al., 1992).

As pacientes também devem ser orientadas com relagdo a restricoes
dietéticas, exercicios ou uso de medicamentos que possam, de alguma maneira,
alterar a ingestdo ou excregéo de soédio, uma vez que a reabsorgao proximal de
sédio e litio nos rins é semelhante. Logo, nas situacdes em que ha deplecao de
sodio, existe um aumento de retencdo de litio e possibilidade de intoxicagao

(JANICAK, WATANABE, 1998).

1.5 Risco versus bendficio do litio no periodo puerperal

Ao se pesar O risco versus O beneficio do uso de litio na gestacdo, é

importante avaliar os prejuizos do distdrbio maniaco-depressivo nao tratado e as
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conseqguéncias do tratamento 'sobre o feto, considerando-se as propriedades
teratogénicas estruturais dessa droga.

Cabe ressaltar a importancia dos estudos referentes as possiveis alteragoes
fisiolégicas e comportamentais desta droga sobre os descendentes. O
conhecimento que estes estudos adicionam permite avaliar de forma mais
abrangente os riscos inerentes ao tratamento materno.

Uma primeira alternativa para evitar os efeitos deletérios do litio sobre o feto
seria considerar medidas conservadoras, como a de adiar a intervengao até que
os sintomas aparegam, ou fazer uso de eletroconvulsoterapia (ECT).

Outra alternativa seria a suspensdo da administragao mediante a
confirmagao da gravidez. No entanto, a interrupcdo, principalmente de forma
abrupta, pode expor a paciente a episodios maniaco-depressivos; dados recentes
sugerem risco de recorréncia em cerca de 50% das pacientes bipolares
gravidas, apdés seis meses de retirada do litio (VIGUEIRA, COHEN, 1998;
VIGUEIRA et al., 2000).

A situacdo desafiadora na clinica encontra-se em mulheres com transtorno
bipolar muito severo, com ciclagem rapida e episédios mistos, nas quais as
medidas conservadoras sdo invidveis e a interrupgdo da terapia com litio
inapropriada.

Nestes casos, as conseqiéncias negativas do transtorno afetivo bipolar

poderiam exceder a toxicidade nos descendentes, uma vez que, a vida da mae e
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do feto poderiam estar comprometidas com aumento do risco de suicidio (COHEN
et al., 1994). Por esse motivo, estas pacientes, muitas vezes, sao orientadas a
continuar o tratamento durante o periodo gestacional.

Esta orientagdo vem de encontro a estudos epidemioldgicos recentes, 0s
quais indicam que, a maioria das mulheres gravidas tratadas com litio geram
criangas livres de ma formagdo congénita. (EDMONDS, OAKLEY, 1990;
ZALSTEIN et al., 1990; JACOBSON et al., 1992).

Porém, este ion quando administrado durante o periodo puerperal, mesmo
em doses terapéuticas, poderia influenciar o comportamento das geracgdes
descendentes, independentemente da producéo de alteragoes morfologicas. Tais
estudos sdo, atualmente, escassos e foram realizados, em sua totalidade,
utilizando animais de laboratério, devido as questbes éticas e metodologicas
implicitas aos estudos humanos.

Dentre os poucos estudos existentes (SECHZER et al, 1986; GLOCKNER,
SCHWARZ, JAHNE, 1993; MESSIHA, 1993; TEIXEIRA, LOPES, SECOLI, 1995a;
VARRIANO, GUILHERME, TEIXEIRA, 2001) alguns demonstraram que a
exposicdo de ratas ao Li* antes e durante a gestacéo e lactagdo, reduziu o peso
ao nascer dos descendentes (SECHZER et al.1986).

Foi observado, também, que o tratamento cronico das ratas com litio

(10mM, na agua de beber que fornece niveis séricos equivalentes aos profilaticos

-48 -



Sntrodugdo

utilizados na clinica), no periodo pré e pds natal, reduziu a data de abertura do
olho e o ganho de peso da prole (TEIXEIRA, LOPES, SECOLI, 1995a).

Outro estudo (VARRIANO, GUILHERME, TEIXEIRA, 2001) demonstrou que
o tratamento perinatal com litio, nas doses profilaticas, nao alterou a resposta
comportamental, testada na prole em idade adulta, por meio dos testes de
emocionalidade, depressao e ansiedade.

A neurotoxicidade dos sais de litio ligada ao desenvolvimento foi, também,
determinada em camundongos, amamentados por maes que ingeriram LiCl,
durante o periodo puerperal (1mEq sérico). A toxicidade, observada por alteragoes
no peso dos principais orgaos, mostrou ser dependente do tempo de exposi¢ao ao
Li* e da varidavel sexo, sendo particularmente evidente nas fémeas em
desenvolvimento (MESSIHA, 1993).

GLOCKNER, SCHWARZ, JAHNE (1993) observaram que o tratamento com
litio, antes e durante a gravidez (20mM, na agua de beber, nivel sérico
deimmolLi*/L), provocou um aumento da sensibilidade ao estresse nos
descendentes de ratas de linhagens resistentes ao estresse (Uje:WIST). Este
efeito foi evidenciado somente quando estes animais eram expostos ao estresse
intenso durante as duas ultimas semanas de gestagao.

A teratogenia comportamental € um tema dificil de se investigar, pois
variacbes no tempo de exposi¢cdo a droga, dose utilizada, via e numero de

administragdes contribuem para dificultar a interpretagéo dos resultados. Trata-se,
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entretanto, de tema de suma importancia, considerando-se 0O grande numero de
pacientes nas condigdes de risco.

Diante do exposto, nos interessou neste estudo, investigar o impacto do
tratamento perinatal com litio sobre o desenvolvimento cognitivo de aprendizagem

e memoria em proles de ratas.

1.6 Aprendizagem ¢ Memoria

Uma abordagem genérica sobre os tipos de aprendizagem, sera aqui feita,
para fundamentar a compreensao dos testes experimentais escolhidos.

O estabelecimento da memdria e aprendizagem tem sido extensivamente
estudado. Para o entendimento destes conceitos Sao definidos trés fatores
basicos: a aquisicdo, 0 armazenamento ou retencdo e a evocagao de informagoes.
Uma das definigdes atuais de aprendizagem corresponde a aquisicdo de novos
conhecimentos do meio e, como resultado desta experiéncia, ocorre a modificacao
do comportamento. A memoria seria a retengdo deste conhecimento que pode ser
armazenado por curto ou longo prazo. Estes processos, em conjunto, conferem ao
individuo os requisitos minimos para sua adaptagé@o ao meio em que vive.

Além disto, os mecanismos cerebrais da memdria e aprendizagem estao
intimamente associados aos processos neuronais responsaveis pela atencao,

percepcdo, motivagdo e outros processos neuropsicologicos (BRANDAO, 2000).
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Desta forma, perturbagdes em qualquer um destes processos tendem a afetar,
diretamente, a aprendizagem e a memoaria.

Teoricamente, podemos distinguir duas categorias de memodrias: memoria
declarativa e n&o-declarativa ou de procedimento (Anexo 1). As memdrias
declarativas tém um carater pouco palpavel. Sao facilmente formadas e facilimente
esquecidas, podendo resultar de pequenas modificagdes em sinapses que estado
amplamente distribuidas em todo o cérebro (BEAR, CONNORS, PARADISO,
2002). Estas caracteristicas tornam este tipo de memoaria dificil de ser estudada.
Entretanto, as memorias de procedimentos sao mais faceis de serem investigadas
pois, além de serem particularmente robustas, podem se formar ao longo de vias
reflexas simples que ligam sensagbes a movimentos. O aprendizado de
procedimentos envolve a aprendizagem de uma resposta motora (procedimento)
em reagao a um estimulo sensorial. Usualmente é dividido em dois tipos:
aprendizado nao-associativo e aprendizado associativo (Anexo 1).

O aprendizado nao-associativo descreve a alteracdo no comportamento,
em resposta a um unico tipo de estimulo positivo ou negativo, como ocorre na
sensitizacdo. Conhecida, também, por pseudocondicionamento, a sensitizacado é
um processo no qual o animal aprende a fortalecer seus reflexos defensivos,
intensificando a resposta apreendida, acerca das propriedades de um reforgo
(BRANDAO, 2000). Para avaliar este tipo de aprendizado, utilizamos o teste de

fuga (TF), onde o animal recebe um estimulo aversivo (choque) e, como
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conseqiiéncia, desenvolve comportamentos defensivos (fuga). A aprendizagem da
tarefa é configurada por meio da intensificacdo da resposta do sujeito
experimental, observada por meio da diminui¢do da laténcia de fuga.

O aprendizado associativo, por sua vez, baseia-se na associacao entre
estimulos e envolve respostas mais complexas na execugdo da tarefa.
Normalmente, subdivide-se em dois tipos: condicionamento classico e
condicionamento operante ou instrumental (Anexo 1).

O condicionamento classico, também conhecido por condicionamento
pavloviano (do fisidlogo /van P. Pavlov), ocorre quando um estimulo condicionado
é apresentado antes de um estimulo incondicionado, gerando uma resposta
condicionada. O animal passa a reagir ao estimulo condicionado como se fosse o
proprio estimulo incondicionado (BRANDAO, 2000). A resposta condicionada € o
elemento aprendido durante a execugéo do experimento, representado pelo teste
de esquiva ativa sinalizada (EAS).

O condicionamento operante ou instrumental baseia-se na probabilidade de
ocorréncia futura de uma resposta, quando ela é seguida de um estimulo
significativo. O sujeito experimental aprende que um comportamento particular
esta associado a uma determinada conseqiéncia, ou seja, aprende a associar
uma resposta com punicao ou recompensa. Neste tipo de condicionamento 0s
circuitos neurais envolvidos sdo considerados mais complexos que aqueles

envolvidos no condicionamento classico (BEAR, CONNORS, PARADISO, 2002).
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Para a avaliacdo do condicionamento operante ou instrumental foi utilizado o teste
de esquiva passiva (EP).

As bases neurais do aprendizado/memoéria sdo complexas porque
envolvem diferentes estruturas do encéfalo que, acredita-se, estdo envolvidas em
cada tipo de memdria (CAHILL, MACGAUGH, WEINBERGER, 2001). Sao
inumeros 0s fatdres que podem comprometer o desenvolvimento destas estruturas
cerebrais no feto, durante o periodo pré-natal. Varios estudos demonstram que a
desnutricdo (JAISWAL et al., 1999), estresse (MEEK, BURDA, PASTER, 2000),
consumo de drogas como cocaina (MORROW, ELSWORTH, ROTH, 2002;
INMAN-WOOD et al., 2000), etanol (MATTSON, SCHOENFELD, RILEY, 2001;
ARONSON, HAGBERG, 1998), morfina (SLAMBEROVA et al., 2001) e nicotina
(NARAYANAN et al, 2002) causam alteragoes da atividade cognitiva de
aprendizagem/meméria nos descendentes expostos prenatalmente.

Assim, investigamos se o litio poderia fazer parte desta lista, com efeitos
diretos sobre o feto efou causando adaptagdes fisioldgicas na mae, com

repercussoes negativas sobre a prole.
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Objitive

Avaliar o comportamento cognitivo de aprendizagem e memdria, na idade
adulta, de fémeas descendentes de ratas tratadas com solucéo de LiCl 10mM

durante o periodo pré, pos-natal ou ambos.
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37, Gtica experimental

O procedimento esta de acordo com 0S principios éticos na experimentagao
animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA),
tendo recebido aprovagao pela Comissao de Etica na Experimentagao Animal do
Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (CEEA-IB-UNICAMP),

protocolo n°311-1 (Anexo 2).

32 Awnimais

Foram utilizadas ratas nuliparas da linhagem Wistar (Rattus novergicus),
pesando aproximadamente 200 gramas, fornecidas pelo Biotério Central da
UNICAMP. Os animais foram mantidos no biotério do laboratério de
Psicofarmacologia no departamento de Farmacologia a temperatura ambiente de
o6 + 2°C e ciclo de 12h/claro e 12h/escuro tendo acesso a racao e agua ad
libitum.

As fémeas foram isoladas em gaiolas individuais de polipropileno durante
trés dias para adaptagdo. A seguir, foram cruzadas com adultos machos de
mesma espécie e idade, na proporcao de 1:1, também durante trés dias (Anexo

3).
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Apos este periodo, as fémeas foram separadas dos machos e
aleatoriamente divididas em dois grupos; o primeiro grupo, usado como controle,
foi tratado com NaCl 10mM ad /ibitum durante toda a prenhez e lactagéo (Sal); o
segundo, recebeu solugao de LiCl 10 mM nas mesmas condi¢cdes (Li) (Anexo 3).
Tal procedimento fornece niveis séricos em torno de 0,5mEg/L, portanto dentro da
faixa profilatica utilizada na clinica (TEIXEIRA, LOPES, SECOLI, 1995a).

No primeiro dia de vida pés-natal, fez-se a contagem das proles e 0 exame
macroscopico para deteccao de possiveis ma formagdes estruturais externas. As
ninhadas foram reduzidas a oito filhotes, sempre quatro machos e quatro fémeas,
sendo que, posteriormente, apenas as fémeas foram utilizadas para estudo.

Em seguida realizou-se a adogdo-cruzada das ninhadas. Neste
procedimento metade das ninhadas do primeiro grupo (Sal) foi adotada por maes
do segundo grupo (Li) resultando na formagdo do terceiro grupo (LiPos). Da
mesma maneira, metade das ninhadas do grupo Lj foi adotada por maes do grupo
Sal formando, finalmente, o quarto grupo (LiPré). Em nenhum momento as
solucdes das maes foram trocadas. (Anexo - figura 3)

ApOs a adogdo cruzada, seguiu-se o tratamento com as solu¢des de NaCl e
LiCl até o desmame, realizado 22 dias apos o nascimento dos filhotes. Deste
modo, os seguintes grupos experimentais foram formados:

a) Sal: 10 ninhadas expostas ao NaCl 10 mM durante toda a gestacao e

lactacéao;
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b) LiPds: 10 ninhadas expostas ao NaCl 10 mM durante a gestacao e que
receberam LiCl 10 mM durante a lactacao;
c) LiPré: 10 ninhadas expostas ao LiCl 10 mM durante a gestacao e que
receberam NaCl 10 mM durante a lactagao;
d) Li 10 ninhadas expostas ao LiCl 10 mM durante toda a gestacao e
lactacao.
Todos os grupos experimentais foram analisados na idade adulta, entre T
e 85 dias. As avaliagdes comportamentais e cognitivas (emocionalidade/
exploragdo, aprendizagem e memodria) foram feitas através dos testes de campo
aberto (CA), fuga (TF), esquiva ativa sinalizada (EAS) e esquiva passiva (EP).
(Anexo 3)
Para evitar os efeitos da ninhada (ABBEY, HOWARD, 1973) foi sorteado
apenas um filhote fémea, por ninhada, para todos os testes desenvolvidos. Antes
de cada teste, os animais foram isolados em gaiolas individuais por trés dias e a

avaliagao foi feita sempre no periodo da tarde.

33 Cestes comportamentais

Para a avaliacdo do desempenho cognitivo de aprendizagem e memoaria, na
prole de ratos, foram utilizados os testes comportamentais de campo aberio (CA),

fuga (TF), esquiva ativa sinalizada (EAS) e esquiva passiva (EP).
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331 Geste de campo aberto

O teste do campo aberto (open-field test) consiste no teste animal mais
simples para teste de exploracao e emocionalidade. Caracteriza-se por expor
ratos ou camundongos a um novo ambiente (arena) onde sao analisadas medidas
de exploragdo e indicadores de medo. Neste ambiente confrontam-se dois
padroes de respostas ambiguas: a impulsividade, caracterizada pela necessidade
de familiarizar-se com o territorio estranho e a ansiedade, configurada pelo desejo

de escapar do desconhecido e imprevisivel.

Equipamento

O teste de campo aberto (CA) foi efetuado conforme descrito por MEISEL,
DOHANICH, WARD (1979). O aparelho de campo aberto consiste de um circulo
de madeira de 85 cm de diametro, totalmente cercado de um parapeito também de
madeira, com altura de 32 cm (Anexo 4a).

O aparelho todo € pintado na cor bege. Hd no fundo desta arena,
desenhado em linhas negras, 3 circulos concéntricos interceptados por 9
seguimentos de retas radiais ficando, portanto, o chao do aparelho subdividido em
19 regides de areas iguais (Anexo 4b). Circundando este sistema, ha uma
estrutura metalica a uma altura de 110 cm do piso do aparelho. Este sistema

suporta duas lampadas de 110 watts cada e um cortinado de tule circular, de

-60 -



CMaterial ¢ CMétods

Ao lado do aparelho é.colocado um circulador de ar com o intuito de
produzir um ruido de fundo constante que abafe possiveis ruidos externos a
sala de teste, manter a temperatura do local e distribuir homogeneamente

qualquer odor exalado.

Procedimento Experimental

O teste de campo aberto consistiu na colocagdo do animal no centro da
arena, por 3 minutos, com as luzes acesas e o circulador de ar ligado (Anexo 4b).
O cortinado de tule foi entao fechado e registram-se:

1. a ambulagéo: avaliou-se a explorag¢do horizontal, por meio da contagem

do numero de quadrantes invadidos pelo animal, com as quatro patas;

2. o levantamento: avaliou-se a exploragao vertical do animal, por meio da
contagem do numero de vezes que este apoiou-se apenas nas patas
traseiras e cheirou o ar;

3. otempo de centro: avaliou-se o tempo que o animal leva para deixar o
centro da arena em segundos.

No intervalo entre o teste de cada animal, a arena foi completamente limpa
com gaze e alcool a 70%, a fim de evitar que qualquer pista fisica e odorifera

pudesse interferir no comportamento do animal a ser testado posteriormente.
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332 Ceste dz fuga

O teste de fuga (TF) é utilizado para analisar a aprendizagem nao
associativa. Avalia-se a alteracdo do comportamento do animal a partir de um
Gnico estimulo incondicionado, representado por choques nas patas. A partir deste
estimulo nocivo, o animal desenvolve comportamentos defensivos (fuga), o que

configura a aprendizagem da tarefa.

Equipamento

O teste de fuga foi aplicado conforme descrito classicamente na literatura
(VARRIANO et al, 2001; SECOLI, TEIXEIRA, 1998; TEIXEIRA, PEREIRA,
HERMINI, 1995b). A caixa de choques do tipo “vai e vem” (shuttle box) utilizada
corresponde a uma caixa de aluminio medindo 50 x 29 x 29 cm, com tampa e
parede frontal de acrilico transparente. Internamente, a caixa é dividida em dois
compartimentos iguais, separados por uma parede de aluminio onde ha um orificio
retangular (4,5 cm de altura e 6,0 cm de largura) localizado 8,0 cm acima do piso
da caixa, 0 que permite a locomog&o do animal de um compartimento para o outro
(Anexo 5).

O piso é composto por barras de latao de 0,3 cm de didmetro, distantes 1,0
cm entre si, por meio das quais os choques elétricos s30 ministrados usando

mecanismo scrambler.

-62-



ChMaterial ¢ CMétods

Cada compartimento possui duas fotocélulas, distando 6,0 cm uma da
outra, que sdo sensiveis, por interrupgdo do feixe de luz, ao movimento do sujeito
experimental. Desse modo, é possivel registrar o tempo de travessia do animal de
um compartimento para o outro, além da sua presenca em um dado
compartimento, a cada momento da sessao. E necessaria a travessia do animal
de um compartimento interno para outro para ser registrada uma resposta.
Essas informacdes s&o dirigidas automaticamente ao aparelho de comando

programavel (ALBARSCH) que libera os choques na intensidade de 1,0mA.

Procedimento experimental

A sessdo se iniciou com a colocagdo do animal em um dos compartimentos
da caixa de choque. O aparelho gerador de choques foi programado para ministrar
o primeiro choque apés ter decorrido 3 minutos do inicio da sessao, a fim de que o
animal pudesse se adaptar as condi¢bes da caixa e explora-la.

Decorrido este tempo, um primeiro choque foi deflagrado através das
barras de latdo no assoalho da caixa. Os préximos choques foram ministrados
sempre no compartimento em que se encontrava o animal, até um total de 30
choques. O tempo maximo de duragéo por choque é de 30 segundos, sendo que,
se o0 animal ndo cruzar os compartimentos o choque continuara. O cronémetro,
uma vez alcancgado o valor de 30 segundos, volta ao zero & inicia um novo ciclo. O

intervalo entre os choques foi randémico, variando entre 5 a 25 seg.

-63-



ChMaterial ¢ CMEtodo

A reposta exigida do animal para o término do choque foi a travessia dos
compartimentos. Registrou-se o tempo desde o inicio até o término de cada
choque (laténcia de fuga). A laténcia foi registrada em 6 blocos de 5 tentativas e o

tempo médio desta sesséo foi de 14 minutos.

333 Cege ds esquiva ativa sinalisada

O teste de esquiva ativa sinalizada (EAS) é utilizado para analisar a
aprendizagem associativa por meio de um condicionamento classico. Este teste
envolve a associagdo entre um estimulo que evoca uma resposta mensuravel e
um segundo estimulo que, normalmente n&o evoca esta resposta. O primeiro tipo
de estimulo é o choque nas patas, chamado de estimulo incondicionado porque
leva a uma resposta que ndo necessita de treino ou condicionamento, ou seja, a
fuga do choque. O segundo tipo de estimulo é o som de uma campainha,
chamado de estimulo condicionado porque este requer condicionamento para
produzir a mesma resposta do animal (fuga). Neste teste, o estimulo condicionado
(som) é apresentado antes do estimulo no condicionado (choque nas patas). Se
o animal atravessar a barreira entre os compartimentos durante a vigéncia do som

da campainha, a liberagcdo do choque é evitada.
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Equipamento

O teste de esquiva ativa sinalizada foi realizado conforme descrito na
literatura (RADWANSKA et al., 2002). A shuttle box utilizada corresponde a uma
caixa de aluminio medindo 50 x 29 x 29 cm, com tampa e parede frontal de
acrilico transparente, teste “vai e vem”. O piso é composto por barras de latao de
0,3 cm de diametro, distando 1.0 cm entre si, por meio das quais os choques
elétricos sao ministrados com mecanismo scrambler (Anexo 6).

A caixa é dividida em dois compartimentos iguais, separados por uma
barreira de madeira de 3,0 cm de altura acima das barras de latao.

Cada -compartimento possui 2 fotocélulas, distando 6,0 cm uma da outra,
que sdo sensiveis, por interrupgcdo de feixe de luz, ao movimento do sujeito
experimental. Desse modo, € possivel registrar o tempo de travessia do animal de
um compartimento para o outro e registrar também sua presenca no
compartimento em que o mesmo se localizar num dado momento da sessao.

Essas informagées sdo dirigidas automaticamente ao aparelho de comando
programavel (ALBARSCH) que libera os choques na intensidade de 0,6 mA.

Imediatamente antes de cada choque, uma campainha com duragdo de 5

segundos, freqiiéncia de 1,5 KHz e volume de 6db € acionada.

Procedimento experimental

A sessao se iniciou com a colocagao do animal em um dos compartimentos

da caixa de choque. Apés 3 minutos de exploragdo e adapta¢é@o, uma campainha
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foi emitida. Imediatamente a seguir, o primeiro choque foi deflagrado atraves das
barras de latdo: os choques foram ministrados sempre no compartimento em que
se encontrava o animal, até um total de 30 choques. O som da campainha sempre
precedia os choques com intervalos randomicos, variando entre 5 a 25 segundos.

As laténcias de fuga foram registradas em 6 blocos de 5 tentativas. O
tempo médio desta sessao foi de 14 minutos.

No dia seguinte, 24 horas apds a primeira exposi¢ao ao teste de EAS, os
animais foram submetidos a mais uma sessao de teste para a avaliacao da

retengéo e evocagao das informagdes apreendidas no dia anterior.

334 Teste dz esquiva passiva

O teste de esquiva passiva (EP) € utilizado para analisar a aprendizagem
associativa por meio de um condicionamento operante. Este aprendizado associa
uma resposta condicionada com a prevengao de um estimulo nocivo.

O animal deve demonstrar sua aprendizagem de maneira passiva, por meio
da permanéncia em um ambiente hostil (resposta condicionada) evitando, assim, a
liberagdo de choque nas patas (estimulo nocivo).

O teste de EP é um teste comportamental extremamente sensivel; o sujeito
experimental deve, nao somente, apresentar integras as areas cerebrais

envolvidas na aprendizagem, retengéo e evocagao da memodria mas também ter
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pleno controle da atengdo, concentragdo e atividade motora. A acuidade deste
teste possibilita a detecgao de alteragdes comportamentais sutis decorrentes de
transtornos relacionados as fungées cognitivas como o déficit de atencao,

hiperatividade e impulsividade.

Equipamento

O teste de esquiva passiva (EP) foi efetuado conforme descrito por
ZARRINDAST et al. (2002). A shuttle box utilizada corresponde a uma caixa de
madeira medindo 51 x 22 x 28 cm, sendo dividida em duas camaras de mesmo
tamanho, separadas por uma parede divisoria onde ha uma passagem medial
medindo 4.5 cm de altura e 6,0 cm de largura; esta passagem € fechada por uma
porta em guilhotina e permite a locomogao do animal de um compartimento para o
outro (Anexo7).

A primeira camara, de dimensdes 30 X 24 x 24 cm, é revestida
completamente de material impermeavel branco (férmica) e aberta superiormente.
E iluminada por uma lampada de 60 watts, situada aproximadamente & 40cm de
altura do piso, fornecendo uma intensidade luminosa correspondente a 157 foot
candles ou 1.689 Jux. O piso é faciimente removido para a limpeza.

A outra camara é de mesma dimens&o porém pintada completamente de
cor preta. Também possui uma abertura superior que permanece fechada, durante
todo o experimento, para impedir a entrada de luminosidade. Seu piso consiste de
barras de aco inoxidavel de 3 mm de diametro com intervalos de 1,5 cm entre uma

barra e outra. Estas barras sdo ligadas a uma fonte geradora de choques de
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intensidade e duracdo variaveis. O disparo e término dos choques sdo controlados
pelo experimentador.

Em nossos experimentos, padronizaram-se choques de intensidade 1,0 mA,

com duracdo de 1 segundo, e intervalos de 0.5 segundos entre os choques.

Procedimento Experimental

1. Treino:

O animal foi colocado na camara clara, por 10 segundos, com a porta
diviséria em guilhotina fechada. Decorrido esse tempo, abriu-se a porta e
cronometrou-se o tempo que o animal demorava para entrar com as quatro patas
na camara escura (laténcia de treino, em segundos).

Assim que o animal entrou na camara escura, a porta foi novamente
fechada e a fonte de choques acionada durante 5 segundos, liberando choques de
intensidade programada de 1,0mA/s. ApSs um intervalo de 5 segundos, repetiu-se
essa sessao de chogues por mais 2 vezes.

Logo apds, o animal foi retirado da caixa escura e recolocado em sua gaiola
no biotério. Antes da passagem do animal pelo aparelho, o piso da camara clara
e as barras da camara escura foram limpos com papel toalha umedecido em

alcool 70%, para a remogao das fezes e urina deixados pelo animal precedente.
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2. Teste:

Esta sessdo foi realizada 24 horas apds a sessdo anterior. O animal foi
colocado novamente na camara clara e, apés 10 segundos, a porta em guilhotina
foi aberta. Cronometrou-se o tempo que o animal levou para entrar com as quatro
patas na camara escura (laténcia de teste, em segundos). Durante o teste o
animal nunca recebeu choques. A porcentagem de aprendizagem foi calculada

através da seguinte formula:

Aprendizagem (%) = tempo na camara clara x 100 ;

180

onde o denominador de valor igual a 180 corresponde ao tempo final do teste (180

segundos).

3% Andlise estatistion

As andlises comportamentais foram avaliadas por meio do software

estatistico GraphPad Instat. Efetuaram-se:

1) anédlises nao parametricas: 0S resultados foram expressos COmMO

mediana. Na comparacgao entre os tratamentos efetuamos a analise de
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variancia de Kruskal-Wallis, seguida do teste de Dunn’s para

comparagdes multiplas.

2) andlises paramétricas: os resultados foram expressos como meédia
erro padrao da média (E.P.M.). Na comparagao entre os tratamentos
utilizamos ANOVA seguida do teste de Student-Newman-Keuls. Na
comparagdo das varidveis de um mesmo grupo em tempos diferentes,

utilizamos o Test —t pareado.

Os valores de probabilidade (p) foram considerados:
a) nao significantes: se maiores que 0,05;

b) significantes: se menores que 0,05;

c) muito significantes: se menores que 0,001 e

d) extremamente significantes: se menores que 0,0001.
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¥ ] Ceste de campo aberto

O teste de campo aberto (CA) analisou medidas de exploragéo e
emocionalidade em ratas na idade adulta.

Os grupos submetidos ao tratamento pré e pés natal com LiCl (LiPds,
LiPré e Li) foram comparados ao grupo controle, tratado durante toda a prenhez e
lactacdo com NaCl (Sal). Nido foram observadas diferencas estatisticamente
significantes em quaisquer das medidas analisadas: tempo de centro, ambulagao
e levantamento.

Os resultados revelaram comportamento emocional e de exploragao

semelhante entre os grupos analisados (Figuras 1A, 1B e 1C).
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@:ﬂlf"d 1A: Tempo de centro (em segundos) no teste de campo aberto,

segundo os grupos de animais. Campinas, 2002.

6-

o o Sal
"0:: 0 LiPés
S e (T -
8. 2 H i ﬁ !H =
E ‘I‘ ‘ Hl
Q T
= i (1

Sal LiPos LiPré Li

Grupos

Por meio da figura 1A, pode-se observar que o tempo de centro do grupo
tratado com NaCl 10 Mm durante toda prenhez e lactagdo (Sal) foi de 3,4
segundos. Us grupos tratados com LiCl 10 mM durante a lactagdo (LiPés),
durante a prenhez (LiPré) e durante toda a prenhez e lactagdo (L) obtiveram
valores de tempo de centro, respectivamente de 3,2; 35 e 2,5 segundos. Os
valores estao representados como média + E.P.M. para 10 fémeas por grupo. Nao
foram encontradas diferencas estatisticamente significantes para os grupos
tratados com LiCi (LiPés, LiPré e Li) em relagao ao grupo Saf (ANOVA e Student-

Newman-Keuls, p=0,5302).
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g]}l[/’d 1B: Numero de ambulag¢ao no teste de campo aberto, segundo os

grupos de animais. Campinas, 2002.
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Conforme observado na figura 1B, o nimero de ambulacdes do grupo
tratado com NaCl 10 Mm durante toda prenhez e lactagdo (Sal) foi 40,5. Os
grupos tratados com LiCl 10 mM durante a lactagéo (LiPés), durante a prenhez
(LiPreé) e durante toda a prenhez e lactacdo (Li) obtiveram valores de ambulacao,
respectivamente de 42.,5; 40,0 e 49,0. Os valores sao representados pela mediana
de 10 fémeas por grupo. Ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes para os grupos tratados com LiCl (LiPés, LiPré e Li) em relagdo ao

grupo Saf (Kruskal-Wallis e teste de Dunn’s, p=0,1303).
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@&le‘d 1C: Numero de levantamento no teste de campo aberto, segundo

os grupos de animais. Campinas, 2002.
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Pode-se observar, na figura 1C, que o nimero de levantamentos do grupo
tratado com NaCl 10 Mm durante toda prenhez e lactagao (Sal) foi 6,0. Os grupos
tratados com LiCl 10 mM durante a lactacéo (LiPés), durante a prenhez (LiPré) e
durante toda a prenhez e lactagdo (Li) obtiveram valores de levantamento,
respectivamente de 6,0; 6,0 e 7,0 segundos. Os valores sdo expressos como
mediana de 10 fémeas por grupo. Nao foram encontradas diferencas
estatisticamente significantes para os grupos tratados com LiCl (LiPés, LiPré e Li)

em refacdo ao grupo Sal (Kruskal-Wallis e teste de Dunn’s, p=0,5525).
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¥2 Ceste de fuga

O teste de Fuga (TF) analisou a resposta de fuga subsequente a um
estimulo n&o condicionado.

Os grupos submetidos ao tratamento pré e p6és natal com LiCl (LiPds,
LiPré e Li) e o grupo Sal demostraram a retencao de uma aprendizagem nao
associativa de curto prazo (Test-t pareado, 1° x 6° bloco: Sal, LiPos e LiPre. " p<
0,0001 e Li: ***p=0,0003; figura 2E).

Os resultados revelaram um desempenho de aprendizagem semelhante
entre os grupos estudados; nao foi encontrada diferenca estatisticamente
significante na execugdo da tarefa (ANOVA e Student-Newman-Keuls, AUC,

p=0,0747; figuras 2F e 2G).
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@k&’f‘ﬂ 2A, 2B, 2C e 2D: Curvas da laténcia de fuga (em segundos), no

Laténcia de fuga (s)

Laténcia de fuga (s)

teste de fuga, segundo os grupos de animais. Campinas, 2002.
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Por meio das figuras 2A, 2B, 2C e 2D, pode-se observar as curvas
representativas da laténcia de fuga, no teste de fuga, dos grupos tratados com
NaCl 10mM durante a prenhez e lactagéo (Sal) ou LiCl 10 mM durante a lactagao

(LiPés), durante a gravidez (LiPré) e durante toda gravidez e lactagao (Li).

Cada bloco representa a média + E.P.Mde 5 tentativas para 10 fémeas por

grupo. (Test-t pareado, 1° X 6° bloco: Sal, LiPds e LiPré: ***p< 0,0001 e LI

**+0-0,0003).
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@:71[!‘ d 2E: Laténcia de fuga (em segundos), no teste de fuga, segundo os

grupos de animais. Campinas, 2002.

-
(%3]
1

11 1° Bloco
T i I; [0 6° Bloco

ol

ek Hddk ek || ] e

i 0

Sal LiPés LiPré Li

Laténcia de fuga (s)

Através da figura 2E, visualiza-se que o grupo tratado com NaCl 10 Mm
durante toda prenhez e lactacdo (Sal) apresentou laténcia de fuga de 11,2
segundos, no 1° bloco, e 2,6 segundos no 6° bloco. Os grupos tratados com LiCl
10 mM durante a lactacdo (LiPés), durante a prenhez (LiPré) e durante toda a
prenhez e lactacdo (Li) obtiveram valores de laténcia no 1° e 6° bloco,
respectivamente de: LiPés - 102 e 1,9; LiPré - 118 e 1,9 e Li - 119 e 25
segundos. Os valores s@o expressos como média + E.P.M para 10 fémeas por
grupo. Ocorreu uma reducéo da laténcia no decorrer da sess&o; test-t pareado
encontrou diferenca estatisticamente significante entre o primeiro e o sexto bloco
de cada grupo analisado (Sal, LiPés e LiPré: ***p< 0,0001 e Li: ***p=0,0003). Os
resuitados revelaram a retencdo da aprendizagem nao associativa e de curto

nrazo para todos os animais.
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@:ﬂli‘ 7 2F: Area sob a curva da laténcia de fuga (em segundos), no teste

de fuga, segundo os grupos de animais. Campinas, 2002.

R S o .
& o [ [0 LiP6s
® , e, . oo LiPré
E | ‘|‘|| “|'H — L
R
- i

0 | L] ||Hi| "|||||

Sal  LiP6és  LiPré Li
Grupos

Conforme observado na figura 2F, a area sob a curva (AUC) da laténcia de
fuga do grupo tratado com NaCl 10 Mm, durante toda prenhez e lactagao (Sal), foi
de 34,3 segundos. Os grupos tratados com LiCl 10 mM durante a lactagao
(LiPés), durante a prenhez (LiPré) e durante toda a prenhez e tactacdo (Li)
obtiveram valores de AUC, respectivamente de 26.9; 26,7 e 32,8 segundos. Cada
bloco representa a média + E.P.M de 5 tentativas para 10 fémeas por grupo.
ANOVA e Student-Newman-Keuls, realizado na area sob cada curva (AUC), nao
revelaram diferencas significantes para os grupos LiPés, LiPré e Li em relagéo ao
grupo controle Sal (p=0,0747). Os resultados revelaram um desempenho
semelhante na aprendizagem n&o associativa e de curto prazo entre 0s grupos

analisados.
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ézl.:ﬂlf' 17 2G- Area sob a curva da laténcia de fuga (em segundos), no teste

de fuga, segundo os grupos de animais. Campinas, 2002.
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Por meio da figura 2G, pode-se observar que a area sob a curva (AUC) da
laténcia de fuga do grupo tratado com NaCl 10 Mm, durante toda prenhez e
lactacao (Sal), foi de 34,3 segundos. Os grupos tratados com LiCl 10 mM durante
a lactacao (LiPés), durante a prenhez (LiPré) e durante toda a prenhez e lactagao
(Li) obtiveram valores de AUC, respectivamente de 26,9; 26,7 e 32,8 segundos.
Os valores sdo expressos como media * E.P.M para 10 fémeas por grupo.
ANOVA e Student-Newman-Keuls, realizado na area sob cada curva (AUC), nao
revelaram diferencas significantes para oS grupos LiPés, LiPré e Li em relagao
ao grupo controle Sal (p=0,0747). Os resultados revelaram um desempenho
semelhante na aprendizagem nao associativa e de curto prazo entre 0s grupas

anaiisados.
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4.3 Ceste de esquiva ativa sinalizada

O teste de esquiva ativa sinalizada (EAS) analisou a resposta ce fuga
subseqiiente a um estimulo condicionado.

Os grupos submetidos ao tratamento pré e pés natal com LiCl (LiPos,
LiPré e Li) e o grupo Sal, tratado com NaCl durante toda a prenhez e lactagao,

demostraram a retencdo de uma aprendizagem associativa de curto prazo (Test -

t pareado, 1° x 6° bloco; Sal. *p=0,0269; LiPés: *p=0,0159; LiPre: *p=0,0348 e Li:

**n=0,0018; figura 3E).

Todos ©Os grupos conseguiram armazenar € evocar as informagoes
apreendidas no dia anterior (Test —t pareado, 1° X 2° dia, AUC; Sal: +++p=0,0004,
LiPés: ++p=0,0026, LiPré: +p=0,0197 e Li: +++p=0,0004; figura 3F). Nao houve
diferenca estatisticamente significante na execucao das tarefas no primeiro dia
(ANOVA e Student-Newman-Keuls, AUC, p=0,8298; figuras 3G e 3H) e no
segundo dia (ANOVA e Student-Newman-Keuls, AUC, p=0,6402; figuras 3l e 3J)
entre os grupos analisados.

O grupo tratado com LiCl, durante a prenhez e lactacao (Li), aprendeu a
tarefa de fuga, demonstrado através de uma reducéo da laténcia no decorrer da

sessao no primeiro dia de teste (Test-t pareado, 1° x 6° bloco, **p=0,0018; figura

3E).
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No entanto, estes animais parecem ter uma dificuldade adicional em
entender a tarefa de esquiva, necessitando de uma maior exposicao ao teste
comportamental. O grupo controle (Sal) e os animais expostos ao LiCl em apenas
um periodo perinatal (LiPés e LiPré) iniciaram a aprendizagem da tarefa no
segundo bloco de tentativas. O grupo Lj apresentou um retardo na aprendizagem,

caracterizado pelo aparecimento do pico da curva somente no terceiro bloco de

tentativas (figura 3D).
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éZ{ZWI‘HS 3A, 3B, 3C e 3D: Curvas da laténcia de fuga (em segundos), no

1° e 2° dia do teste de EAS, segundo os grupos de animais. Campinas, 2002.
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Através das figuras 3A, 3B, 3C e 3D, € possivel visualizar as curvas
representativas da laténcia de fuga dos animais, no primeiro e segundo dia do
teste de esquiva ativa sinalizada. Foram analisados os grupos tratados com NaCi
10mM, durante a prenhez e lactagao (Sal), ou LiCl 10 mM, durante a lactagao
(LiPés), durante a gravidez (LiPré) e durante toda gravidez e lactacao (Li). Cada
bloco representa a média + E.P.M de 5 tentativas para 10 fémeas por grupo. (Test

— t pareado, 1° x 6° bloco, 1° dia; Sal. *p=0,0269; LiPés: *p=0,0159; LiPre:
*p=0,0348 e Lii **p=0,0018). (Test — 1 pareado, AUC, 1° x 2° dia; Sak

++5-0,0004; LiPés: *'p=0,0026; LiPré: "p=0,0197 e LI **p=0,0004).
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@Zﬂlfd 3E: Laténcia de fuga (em segundos), no 1° dia do teste de esquiva

ativa sinalizada, segundo os grupos de animais. Campinas, 2002.
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Conforme observado na figura 3E, o grupo tratado com NaCl 10 Mm
durante toda prenhez e lactacéo (Sal) apresentou laténcia de fuga de 11
segundos, no 1° bloco, e 0.4 segundos no 6° bloco. Os grupos tratados com LiCl
10 mM durante a lactacdo (LiPés), durante a prenhez (LiPré) e durante toda a
prenhez e lactagdo (Li) obtiveram valores de laténcia no 1° e 6° bloco,
respectivamente de: LiP6s - 09 e 05, LiPré — 12 e 04; e Li - 10e 05
sequndos. Os valores sa0 expressos como média + E.P.M para 10 fémeas por
grupa. Ocorreu uma redugao da laténcia no decorrer da sesséo; test-t pareado

encontrou diferenca estatisticamente significante entre o primeiro € 0 sexto bloco

de cada grupo analisado (Sal: “p=0,0269; LiPés: *p=0,0159; LiPré: *p=0,0348 e

Li **5=00018). No primeiro dia, os resultados revelaram a retencao da

aprendizagem n&o associativa e de curto prazo de todos 0s grupos estudados.



Resulfados

6%10* 17 3F: Area sob a curva da laténcia de fuga (em segundos), no 1°e 2°

=

dia do teste de EAS, segundo os grupos de animais. Campinas, 2002.
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Por meio da figura 3F, pode-se observar que a laténcia de fuga, no teste de
esquiva ativa sinalizada, do grupo tratado com NaCl 10mM durante a prenhez e
lactacao (Sal) foi de 7,5 segundos, no 1° dia, e 3,4 segundos no 6° bloco. Os
grupos tratados com LiCi 10 mM durante a lactacao (LiPés), durante a prenhez
(LiPré) e durante toda a prenhez e lactacao (Li) obtiveram valores de laténcia no
1° e 6° bloco, respectivamente de: LiPés — 7,4 e 38 LiPré—-74e46;eli—-65
& 3.6 sequndos. Os valores sdo expressos como média £ E.P.M para 10 fémeas
por grupo. Ocorreu uma redugdo da laténcia no decorrer da sessdo; test-t
pareado, reafizado na area sob a curva (AUC), revelou diferenca estatisticamente

significante entre o primeiro e o segundo dia de cada grupo (Sal: ***p=0,0004;
LiPés. **p=0,0026; LiPré: *p=0,0197 e Li: ***p=0,0004). Todos os animais

analisados revelaram um desempenho eficaz na retencdo e evocagao das

informacdes adquiridas no primeiro dia de exposicao ao teste.
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Resultados

@:Wll’d 3G: Area sob a curva da laténcia de fuga (em segundos), no 1° dia

do teste de EAS, segundo os grupos de animais. Campinas, 2002.
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Conforme observado na figura 3G, a area sob a curva (AUC) da laténcia de
fuga do grupo tratado com NaC! 10 Mm, durante toda prenhez e lactagao (Sal), foi
de 7.5 segundos. Os grupos tratados com LiCl 10 mM durante a lactagao (LiPos),
durante a prenhez (LiPré) e durante toda a prenhez e lactacdo (Li) obtiveram
vaiores de AUC, respectivamente de 7.4, 7.9 e 6,5 segundos. Cada bloco
representa a média E P.M de 5 tentativas para 10 fémeas por grupo. ANOVA e
Student-Newman-Keuls, realizado na 4rea sob cada curva (AUC), ndo revelaram
diferencas significantes para 0S grupos LiPés, LiPré e Li em relagao ao grupo
controle Saf (p=0,8298). No primeiro dia de exposicdo ao teste, os resultados
revelaram um desempenho semeihante na aprendizagem ndo associativa e de

curio prazo enire os grupos analisados.



Resultados

%ZI]‘J 3H: Area sob a curva da laténcia de fuga (em segundos}, no 1° dia

do teste de EAS, segundo os grupos de animais. Campinas, 2002.
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Por meio da figura 3H, pode-se observar que a area sob a curva (AUC) da
laténcia de fuga do grupo tratado com NaCl 10 Mm, durante toda prenhez e
lactacao (Sal), foi de 7,5 segundos. Os grupos tratados com LiCl 10 mM durante a
factagdo (LiPés), durante a prenhez (LiPré) e durante toda a prenhez e lactagao
(Li) obtiveram valores de AUC, respectivamente de 7.4; 7.9 e 6,5 segundos. Os
valores sao expressos como média + E.P.M para 10 fémeas por grupo. ANOVA e
Student-Newman-Keuls, realizado na area sob cada curva (AUC), nao revelaram
diferengas significantes para os grupos LiPés, LiPré e Li em relagao ao grupo
controfe Sal (p=0,8298). No primeiro dia de exposicdo ao teste, os resultados
revelaram um desempenho semelhante na aprendizagem nao associativa de curto

prazo enire os grupos anaiisados.
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@’47”‘ 4 3I: Area sob a curva da laténcia de fuga (em segundos), no 2° dia

do teste de EAS, segundo os grupos de animais. Campinas, 2002.
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Conforme observado na figura 3!, a area sob a curva (AUC) da laténcia de
fuga do grupo tratado com NaCl 10 Mm, durante toda prenhez e lactagao (Sal), foi
de 3,4 segundos. Os grupos tratados com LiCl 10 mM durante a lactagao (LiPos),
durante a prenhez (LiPré) e durante toda a prenhez e lactaga@o (Li) obtiveram
valores de AUC, respectivamente de 38; 46 e 3,6 segundos. Cada bloco
renresenta a média + E.P.M de 5 tentativas para 10 fémeas por grupo. ANOVA e
Student-Newman-Keuls, realizado na area sob cada curva (AUC), nao revelaram
diferencas sianificantes para os grupos LiPés, LiPré e Li em relagédo ao grupo
controle Saf (p=0,6402). No segundo dia de exposicao ao teste, os resuitados
revelaram um desempenho semelhante na aprendizagem nao associativa e de

curto prazo enfre os grupos anaiisados.



Resultados

_ézl'}ﬂ[fd 3J: Area sob a curva da laténcia de fuga (em segundos}, no 2° dia

do teste de EAS, segundo os grupos de animais. Campinas, 2002.
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Biocos de tentativas

Por meio da figura 3J, pode-se observar que a area sob a curva (AUC) da
laténcia de fuga do grupo tratado com NaCl 10 Mm, durante toda prenhez e
factacdo (Sal), foi de 3,38 segundos. Os grupos tratados com LiCl 10 mM durante
a lactacdo (LiPés), durante a prenhez (LiPré) e durante toda a prenhez e lactacao
(Li) obtiveram valores de AUC, respectivamente de 3,8; 4,6 e 3,6 segundos. Os
valores s30 expressos como média + E.P.M para 10 fémeas por grupo. ANOVA e
Student-Newman-Keuls, realizado na area sob cada curva (AUC), nao revelaram
diferencas significantes para os grupos LiPés, LiPré e Li em relacao ao grupo
controle Sal (p=0,6402). No segundo dia de exposi¢cao ao teste, os resultados
revelaram um desempenho semelhante na aprendizagem nao associativa e de

curto prazo entre os grupos analisados.
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4% Ceste de esquiva passiva

O teste de esquiva passiva (EP) analisou a aprendizagem de novas
informagcbdes e a capacidade do animal em controlar a atengédo e a atividade
motora. Avaliou-se a resposta comportamental dos grupos tratados com NaCl
10mM durante a prenhez e lactagdo (Sal) ou LiCl 10 mM durante a lactagao
(LiPds), durante a gravidez (LiPré) e durante toda a gravidez e lactagéo (Li).

No dia treino, os grupos LiPds, LiPré e Li ndo apresentaram diferenca
significante entre o tempo no lado claro da caixa de esquiva em relacao ao grupo
Sal (ANOVA e Student-Newman-Keuls, p=0,3093; figura 4A).

Os grupos Sal, LiPés e LiPré demonstraram um desempenho eficaz na
aprendizagem associativa (Teste-t pareado, treino x teste; Sal ***p=0,0009;
LiPds: ***p=0,0002, LiPré: ***p=0,0006; figura 4A).

O grupo Li revelou menor laténcia no lado claro da caixa de esquiva no dia
teste (Test-t pareado, treino x teste, p=0,1080; figura 4A). Também apresentou
diferenca de aprendizagem em relagéo ao grupo Sal (ANOVA e Student-Newman-
Keuls, **p=0,0075; figura 4B). Esses resultados revelaram uma alteracao

comportamental possivelmente relacionada a uma desatencao, baixo controle de

impulso e/ou hiperatividade dos animais.
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@%zmz 4A: Laténcia na caixa branca (em segundos}, no 1° e 2° dia do

teste de esquiva passiva, segundo os grupos de animais. Campinas, 2002.
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Por meio da figura 4A, pode-se observar que a laténcia na caixa branca, no
teste de esquiva passiva, do grupo iratado com NaCl 10mM, durante a prenhez e
factacao (Saf), foi de 13,9 segundos, no dia treino, e 126,3 segundos no dia teste.
Os grupos tratados com LiCl 10 mM durante a lactacdo (LiPés), durante a
prenhez (LiPré) e durante toda a prenhez e lactacdo (L) obtiveram valores de
taténcia no dia treino e teste, respectivamente de: LiPés — 9.5 e 143.5; LiPré —
16,0 e 128.8; e Li — 12,9 e 43,9 segundos. Os valores sdo expressos como média

+ E.P.M para 10 fémeas por grupo nos dias treino e teste.
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No dia treino, todos grupos analisados manifestaram comportamento de
exploracdo e fuga semelhante (ANOVA e Student-Newman-Keuls, p=0,3093).
Test-t pareado revelou diferenca entre os dias treino e teste dos grupos Sal
(***p=0,0009), LiPos (***p=0,0002) e LiPré (***p=0,0006) o que demonstra um
desempenho eficaz na aprendizagem associativa desses animais.

O grupo Lin&o apresentou retencdo de aprendizagem na tarefa de esquiva

passiva (Test-t pareado, treino x teste, p=0,1080).

0



Resultados

@272’[1‘4’ 4B: Determinac¢ao da aprendizagem (em porcentagem), do teste

de esquiva passiva, segundo 0S grupos de animais. Campinas, 2002.
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Conforme observado na figura 4B, a porcentagem de aprendizagem, no
teste da esquiva passiva, do grupo tratado com NaCl 10mM, durante a prenhez e
lactacdo (Saf), foi de 70,1%. Os grupos tratados com LiCl 10 mM, durante a
tactacdo (LiP6s), durante a gravidez (LiPré) e durante toda a gravidez e lactacao
(Li) obtiveram valores de aprendizagem, respectivamente de: 81,6; 71,4 e 24 4.
Os valores estao expressos como meédia para 10 fameas por grupo no dia teste. O
arupo Li apresentou diferenca estatisticamente significante da porcentagem de

sprendizagem em relagao ao grupo Sal (ANOVA e Student-Newman-Keuls,

**n=0,0075).
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A necessidade do tratamento psiquidtrico em pacientes bipolares gravidas
decorre da avaliacdo dos efeitos da ansiedade e da depresséo sobre a evolugao
da gravidez, do parto, do futuro desempenho materno e, principalmente, da
qualidade psiquica da crianga que vai nascer. E essencial, também, considerar os
riscos do uso de litio durante a gravidez, que podem incluir os efeitos
teratogénicos, o efeito toxico neonatal direto, e 0 potencial para sequelas neuro-
comportamentais. Este ultimo foi objeto do presente estudo, investigando a
possibilidade do litio, quando administrado durante toda a gravidez e/ou lactagao,
alterar o comportamento cognitivo de ambos, aprendizagem e memoria, nas
geragdes descendentes de crias de ratos, em idade adulta.

O litio foi administrado na agua de beber dos animais, fornecendo niveis
séricos na mae de 0,5mEg/L, dentro da faixa profilatica utilizada na clinica
(TEIXEIRA, LOPES, SECOLI, 1995a). A escolha deste ftratamento €
fundamentada na maior probabilidade das pacientes engravidarem, durante o
tratamento crénico, do que durante o tratamento agudo.

Este nivel sérico é considerado baixo em termos toxicologicos porem,
farmacologicamente ativo, uma vez que provou ser eficiente em bloquear os
efeitos comportamentais em um teste animal de depressdo e nao causou
toxicidade as maes (FARIA, TEIXEIRA, 1993; TEIXEIRA, LOPES, SECOLI,
1995a).

No entanto, mesmo em niveis profilaticos, o uso de litio durante a gravidez

e/ou lactacdo pode comprometer o desenvolvimento intra-uterino e pos-natal dos

descendentes expostos (GLOCKNER, SCHWARZ, JAHNE, 1993; MESSIHA,
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1993: TEIXEIRA, LOPES, - SECOLI, 1995g; VARRIANO, GUILHERME &
TEIXEIRA, 2001). Normalmente, sao conhecidas duas hipdteses para explicar 0s
efeitos deletérios do tratamento com litio sobre 0 desenvolvimento: efeitos diretos
provocados pelo Li* sobre 0s descendentes e efeitos deste tratamento sobre as
maes que, consequentemente, afetam a prole. Em ambos 0s casos, a droga pode
atingir niveis toxicos para o feto resultando, dentre outras alteragdes, em mudanca
de comportamento cognitivo de aprendizagem/memodria.

Quatro grupos experimentais foram submetidos a diferentes periodos de
tratamento: pré-natal, lactacao e ambos. Assim, foi possivel certificar se 0s
possiveis efeitos do litio, sobre o comportamento dos descendentes, estavam
relacionados com a fase do desenvolvimento em que foram expostos. Este
procedimento foi necessario, uma vez que pode vir a ajudar no gerenciamento
clinico de pacientes bipolares gravidas, fornecendo subsidios que orientem na
escolha do tempo de tratamento.

O primeiro teste utilizado para a avaliacdo do desenvolvimento cognitivo de
aprendizagem e memoria foi o teste de fuga (TF), um modelo validado para a
determinacéo de aprendizagem nao associativa. Este teste possibilitou averiguar a
capacidade do animal de armazenar as informacdes adquiridas, apenas a curto
prazo, visto que 0O comportamento € analisado em apenas uma etapa. Os
resultados revelaram que, além de todos 0s grupos analisados terem aprendido a

tarefa, também o fizeram de forma similar (Figuras 2E, 2F e 2G). Desmembrando
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o conceito aprendizagem, pode-se constatar que todos 0s animais, expostos aos
tratamentos com litio, desempenharam com éxito a tarefa de aquisicao, retencao e
evocacao de informagdes a curto prazo..

O aprendizado associativo, por sua vez, foi avaliado por meio de dois tipos
de condicionamentos: classico e instrumental ou operante. O condicionamento
classico, representado pelo teste de esquiva ativa sinalizada (EAS), foi analisado
em duas etapas. Desta forma, foi possivel avaliar a armazenagem de informagoes
a curto e longo prazo. Na primeira etapa (1°dia de teste), os animai_s submetidos
a0 tratamento perinatal com LiCl aprenderam, de forma semelhante, a tarefa
associativa de curto prazo (Figuras 3E, 3G e 3H). Na segunda etapa (24 horas
apds a primeira exposi¢ao), todos os animais conseguiram evocar as informagoes
aprendidas no dia anterior (Figura 3F), sem apresentar diferencas estatisticamente
significantes na execugéo da tarefa, em relagao ao grupo controle (Figuras 3l e
3J). Este teste revela uma integridade da capacidade de adquirir, armazenar e
evocar informacgoes, de longo prazo, de todos os grupos analisados.

No entanto, os animais tratados com litio, durante toda gravidez e lactagao
(Grupo Li), parecem ter uma dificuldade adicional para entender a tarefa de
esquiva associativa, mais complexa que a anterior, proposta no teste de TF. Este
grupo necessitou de um bloco de tentativas a mais em relagao aos demais grupos
para iniciar a aprendizagem.

Este retardo no entendimento do teste experimental ndo nos indicou uma

deficiéncia na aprendizagem, uma vez que 0S animais desempenharam a tarefa
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com éxito (Test-t paredo, 1° x 6° bloco, **p=0,0018; figura 3E). Porém, é visivel
que este grupo apresentou uma alteracdo comportamental, n&o sendo possivel
até este momento, associar a um processo neuropsicolégico especifico que
poderia estar interferindo na aprendizagem/memoria.

O condicionamento instrumental ou operante envolve circuitos neurais
considerados mais complexos que aqueles envolvidos no condicionamento
classico (BEAR, CONNORS, PARADISO, 2002). Ao contrario da EAS, na EP o
animal deve demonstrar sua aprendizagem, inibindo os instintos fisiologicos de
sua espécie, permanecendo no compartimento aversivo da caixa de esquiva para
" prevenir a liberagdo de choque nas patas. Esta caracteristica confere uma
sensibilidade complementar a este teste comportamental, sendo extremamente
relevante para nossa pesquisa. Possibilitou detectar alteragdes sutis em
processos neuropsicolégicos como atencao, controle de impulsividade e atividade
motora, fonte de questionamento do teste de esquiva ativa sinalizada (EAS).

No teste de esquiva passiva (EP), 0s animais tratados durante toda prenhez
e lactacdo com LiCl (Grupo Li), revelaram menor laténcia no lado claro da caixa
de esquiva (test-t pareado, treino x teste, p=0,1080; Figura 4A) e apresentou
diferenca de aprendizagem em relacdo ao grupo Sal (ANOVA e Student-Newman-
Keuls, **p=0,0075; Figura 4B). Essa diferenca de aprendizagem no foi associada
a uma alteracdo nos mecanismos de aquisicdo, retencao e evocagao de
informacdes, uma vez que este Mesmo grupo aprende com tranquilidade as

tarefas impostas nos teste de TF e EAS (Figuras 2E, 3E e 3F). Os resultados
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levam a pensar que, a exposicéo ao litio durante toda a gravidez e lactagao,
possivelmente, estaria relacionada a uma incapacidade parcial ou total de fixar a
atencdo, a um deéficit no controle de impulso e/ou hiperatividade desses animais,
que comprometeriam a aquisicao de informagdes.

As areas cerebrais mediadoras dos processos de atencdo e concentragao
s30, supostamente, as projecoes noradrenérgicas pré-frontais e a via
dopaminérgica mesocortical (STAHL, 2002). O estado de alerta, em geral, é
considerado uma condicdo que cursa com O aumento de dopamina €
noradrenalina nestas vias. Uma vez que KOVACS, HERNADI (2002) observaram
que o litio antagoniza a acao da noradrenalina nos neurdnios pré-frontais de ratos,
sugere-se que O possivel déficit de atencédo encontrado seja reflexo da deficiéncia
de noradrenalina nesta via.

O transtorno do déficit de atengao (ADHD, da sigla em inglés para Attention
Deficit / Hyperkynetic Disorder) esta comumente associado a trés
comportamentos: desatencao, hiperatividade e impulsividade. Portanto, nenhuma
discussdo sobre o déficit de atencao poderia ser completa sem mencionar a
hiperatividade e o controle de impulso.

Assim, o teste de campo aberto (CA) foi utilizado para analisar a atividade
motora e a impulsividade dos animais, por meio de medidas de exploragao e
emocionalidade. Neste experimento, O sujeito experimental foi exposto a um novo
ambiente o que gerou um conflito entre explorag@o e medo do desconhecido. Mais

do que isto, este teste se mostrou fundamental para o presente estudo, a medida
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que, possibilitou detectar alteragdes na capacidade de movimentacgao do animal. A
integridade de movimentos é essencial para a execucao dos demais testes pois,
qualquer deficiéncia na locomogao levaria a interpretagcdes erréneas dos
resultados.

Nao foram observadas diferencas estatisticamente significantes nas
medidas analisadas: tempo de centro, ambulagdo e levantamento (Figuras 1A, 1B
e 10).

No entanto, pode-se observar um relativo aumento do numero de
ambulagdo e levantamento, dos animais submetidos ao tratamento pré e p6s natal
com LiCl (Grupos Li), demonstrando um comportamento hiperativo em relagao ao
animais do grupo controle (Figuras 1B e 1C). Além disto, nota-se uma diminuicao
do tempo de centro revelando, mais uma vez, uma dificuldade de controle de
impulso desses animais (Figura 1A).

Embora hiperatividade motora e/ou impulsividade e desatencdo sejam
controladas pela dopamina, outras diferentes vias estdo envolvidas. A
hiperatividade é, tambem, mediada pela atividade dopaminérgica, porém na via
nigroestriatal. A impulsividade pode ser inibida pela agao do glutamato sobre o
cortex passando pelo estriado. O aumento da dopamina nesta via, com
estimulantes, pode aumentar 0O comportamento motor e impulsividade (STAHL,
2002). Desde que o litio pode aumentar a sensibilidade dos receptores de

dopamina no estriado de cérebro de ratos (KAMEDA et al., 2001), o aumento da
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atividade desta via poderia justificar os resultados de possivel hiperatividade
encontrados nos animais do grupo Li (Figuras 1A, 1B e 1C).

Os indmeros estudos neste campo tém mostrado que muitas, e
provavelmente todas, as regioes do SNC contdm neurdnios com as propriedades
necessarias para a atividade mnémica (BEAR, CONNORS, PARADISO, 2002). Os
tracos de memoria para diferentes tipos de aprendizagem n&o estao localizados
em uma Unica estrutura cerebral, mas distribuidos em diferentes partes do SNC
(CAHILL, MCGAUGH, WEINBERGER, 2001).

O hipocampo é uma estrutura essencial para o complexo funcionamento
dos processos neurais de aprendizagem, memoria e atencdo. No entanto, um
vasto conjunto de outras estruturas sdo0 acionadas para o perfeito funcionamento
mnémico. S&o elas: o cortex frontal e o cértex parietal posterior que recebem
informacbes sensoriais do tdlamo e das é&reas de associacao corticais,
informagées motoras dos ganglios da base e coliculo superior, informagoes
limbicas do giro do cingulo e amigdala. Além disso, todas estas areas recebem
aferéncia da formagéo reticular que regula o nivel de ativacdo de cada uma delas
(BRANDAO, 2000).

Desta forma, sdo inumeros os fatores que podem comprometer O
desenvolvimento destas estruturas cerebrais no feto, durante o periodo perinatal.
Somente a andlise direta do cérebro pari passuy, estudos bioquimicos e
imunocitoquimicos poderiam mapear 0s circuitos neurais envolvidos com a

aprendizagem, memoria e atengao, nos testes comportamentais utilizados. Estes
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estudos adicionais seriam promissores, € extremamente relevantes, para
direcionar conclusdes mais precisas sobre o papel do litio no desenvolvimento
cognitivo.

Considerando os resultados obtidos no teste de esquiva passiva (EP), este
estudo aponta evidéncias que sugerem que a administracdo de LiCl, durante toda
gravidez e Iacta@éo, ocasionou um prejuizo da atengéo/aquisi¢éo de informacgdes.
Porém, nao alterou os sistemas de retencdo e evocagdo da memoria,
demonstrando éxito na execucdo das tarefas propostas nos testes
comportamentais de fuga (TF) e esquiva ativa sinalizada (EAS).

Assim como a maioria dos autores (ROBINSON, STEWART, 1986; BEERS,
BERKOW, 2000; ERNST, GOLDBERG, 2002), os resultados revelam contra
indicagao de aleitamento materno quando o feto foi previamente exposto ao LiCL,
durante a gravidez, e a mae continua sob tratamento durante a lactagéo. No
entanto, trata-se de uma resolugao animadora que suporta uma possivel utilizagao
de Li* durante a gravidez, uma vez que OS resultados se mostram negativos
apenas para 0 grupo exposto ao LiCl durante todo o periodo perinatal.

Finalmente, sob o ponto de vista de aprendizagem e memoaria, 0 presente
estudo apresenta uma indicagdo de que a seguranca do feto e o bem estar
psiquiatrico materno estariam garantidos com o tratamento profilatico do

transtorno bipolar durante a gravidez ou lactacéo.
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Gonclusio

Este trabalho permite concluir que:

O tratamento perinatal com Li*, nas doses profilaticas:

« ocasionou um prejuizo da atengdo/aquisicao de informagdes, em fémeas na

idade adulta, quando administrado durante toda a gravidez e lactacgao.

« Nao alterou os sistemas de retengdo e evocagao de memoaria.
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Abstract

Bipolar disorder, a distinct, lifelong mental illness that affects million people
in the world, is associated with a high incidence of comorbidity, and ends with
completed suicide in 10% to 15% of diagnosed individuals. Lithium salt (Li*) is a
mood-stabilizing drug that is frequently used for treatment and prophylaxis of this
illness. Because several controlled studies have shown that lithium discontinuation
was associated with recurrence during pregnancy or puerperium, some pacients
are oriented to continue lithium therapy. The purpose of our study is to investigate
the impact of lithium chloride neonatal exhibition in emotionality/exploratory and
memory/learning behavior at adult age. Female Wistar rats were treated with either
LiCl 10 mM or NaCl 10 mM ad libitum as the only source of fluid during the
prenatal and lactating periods. Following birth, pups were cross-fostered to form
four experimental groups (N =10 litters each): a) Sal - saline during prenatal and
lactating periods; b) LiPos - LiCl during lactating period only; ) LiPré — LiCl during
prenatal period only; d) Li - LiCl during prenatal and lactating periods. The results
found learning percentage difference (Li = 24,4% x Sal = 70,1%; ANOVA e
Student-Newman-Keuls, **p=0,0075). These data suggests that prenatal and
postnatal lithium treatment damages attention/acquisition performances, induced

in rats at adult age.
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Anexo I Orqanograma de aprendizagem/ memoria

Memoria Declarativa

Nao foi estudada

Memoria Nao — Declarativa

ou de Procedimento

Aprendizado ) o
Aprendizado Associativo

Nao — Associativo

Condicionamento

Operante ou

Instrumental

" Condicionamento
Sensitiza¢ao o
Classico

Teste de Teste de Teste de
Fuga EAS | EP
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Anexo 2 Protocolo da CEEA — IB— UNICAMP
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Anexo 5 Esquena experimental

Adaptacao

Fémeas Wistar no biotério por 1 més

Adaptacao
Fémeas Wistar no biotério por 1 més

Cruzamento
Fémeas (200g, n=20)

Com machos de mesma idade

Cruzamento
Fémeas (200g, n=20)
Com machos de mesma idade

Isolamento, gestagao e

Inicio do tratamento

Das maes com Salina 10 mM

Isolamento, gestacao e
Inicio do tratamento
Das maes com Litio 10 mM

Nascimento e sele¢cao das ninhadas.

Cada ninhada = 04 filhotes fémeas por

mae; 20 ninhadas no total

Nascimento e selegao das ninhadas.
Cada ninhada = 04 filhotes fémeas por
méae; 20 ninhadas no total

10 ninhadas
Grupo Sal
Tomaram Salina
desde a gestacgao
Até o desmame.

10 ninhadas
Grupo LiPré
Tomaram Litio na
gestacao e Salina
na amamentagao

10 ninhadas
Grupo LiPés
Tomaram Salina na
gestacao e Litio na
amamentacao.

10 ninhadas
Grupo Li
Tomaram Litio
Desde a gestacao

até o desmame.

Desmame (22 dias)

Desmame (22 dias)

Testes experimentais realizados em idade adulta : CA, TF, EAS e EP
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Anezo 4a. Aparelho do teste de campo aberto
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