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RESUMO 

 

Introdução  

 

Ao longo da história o homem busca entender os mecanismos envolvidos no 

desenvolvimento dos Transtornos Mentais. O principal objetivo do presente trabalho 

foi investigar o papel do Ácido Valpróico na prevenção do prejuízo cognitivo em ratos 

Wistar submetidos ao estresse neonatal, induzido por separação materna, 

combinado ao tratamento com Anfetamina na idade adulta.  

 

Metodologia  

 

Os animais foram subdivididos em estressados e não estressados do primeiro 

ao décimo quarto dia de vida. Foram utilizados apenas animais machos para 

prevenir viés com relação a alterações hormonais em fêmeas.   

Na idade adulta foram tratados com Anfetamina (D-AMPH) 2mg/kg e Ácido 

Valpróico (VAL, 400mg/kg/dia). Foram subdivididos em oito sub-grupos cada um 

contendo entre 10 a 13 animais por grupo.  Um grupo recebeu solução Salina, outro 

recebeu D-AMPH e Salina, outro recebeu D-AMPH e Ácido Valpróico e outro grupo 

Ácido Valpróico e Salina, por um período de sete dias. Duas horas após a 

administração da última injeção de anfetamina foram realizados os testes 

comportamentais, os quais foram repetidos oito dias mais tarde, no sentido de 

verificar se os efeitos cognitivos induzidos pelo tratamento crônico com anfetamina 

seriam persistentes mesmo após a interrupção do tratamento.  

 

Resultados  

 

O experimento I (realizado 2 horas após a administração da última injeção), 

ambos os grupos não separado (NS) e separado (S) de animais que receberam D-

AMPH na idade adulta demonstraram no número de cruzamentos e número de 

explorações verticais quando comparados com o grupo NS que recebeu Salina na 

idade adulta. O VAL levou à redução do número de cruzamentos e explorações 

verticais quando comparados aqueles grupos de animais NS e S que receberam D-

AMPH.  
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No experimento II (realizado sete dias após a última injeção), não 

encontramos diferenças estatisticamente significativas entre os grupos 

experimentais quanto aos parâmetros analisados. 

A administração de D-AMPH produziu prejuízos cognitivos severos, que foram 

mais pronunciados nos animais submetidos à privação materna, sugerindo que 

eventos adversos no início da vida podem aumentar a vulnerabilidade a um 

patógeno ambiental mais tardiamente. Além disso, nossos resultados indicaram que 

o VAL atenuou o prejuízo cognitivo induzido pela D-AMPH, mas não foi efetivo 

quando os animais foram expostos à privação materna e à D-AMPH.  

Conclusões 

 

Nosso trabalho vem ao encontro dos trabalhos anteriores reforçando o papel 

dos estabilizantes do humor como Ácido Valpróico no mecanismo de neuroproteção 

dos transtornos do humor como o transtorno bipolar.  

 

Palavras-Chave 

 

Ácido Valpróico, Anfetamina, Ratos Wistar, Modelo Animal de Mania, Memória. 
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ABSTRACT 

 

Background 

 

Along the history man tries to understand the mechanisms involved on the 

development of mental disorders. In the present study, we studied the role of 

Valproic Acid (VAL) in preventing cognitive impairment induced by maternal 

deprivation combined with a sub-chronic treatment with amphetamine (D-AMPH) in 

adult Wistar rats. 

 

Methods  

 

Only the male animals were used, in order to prevent bias with hormonal 

alterations in females. In the adulthood, they were treated with D-AMPH (2mg/kg/day) 

and VAL (400mg/kg/day). The groups were sub-divided in 8 sub-groups, each one 

composed of 10-13 animals. The groups received: Saline (control); D-AMPH + 

Saline; D-AMPH + VAL and VAL + Saline, for 7 days. Two hours after the last 

injection, animals were submitted to behavioral tasks. In order to verify if D-AMPH-

induced cognitive impairment persisted after the end of the treatment, the same rats 

were retrained and tested eight days later.  

 

Results  

 

In Experiment I (performed 2 hours after the last injection), both Handled (H) 

and Maternal Deprived (MD) animals that received D-AMPH in the adulthood showed 

an increased number of crossings and number of rearings when compared to H 

animals that received Saline in the adulthood. VAL induced a reduction in the number 

of crossings and rearings when we compare those groups to H and MD animals that 

received D-AMPH. 

In Experiment II (performed 7 days after the last injection), there were no 

statistically significant differences among all experimental groups regarding the 

parameters evaluated. 

We found that repeated D-AMPH exposure produces severe cognitive 

impairment, which was more pronounced when the animals were maternal deprived, 
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suggesting that an early adverse life event may increase the vulnerability to an 

environmental pathogen later in life. In addition, we found that VAL ameliorated the 

cognitive deficits induced by D-AMPH, but it was not effective when the animals were 

exposed to both maternal deprivation and D-AMPH.   

 

Conclusions 

 

Our results support previous studies strengthening the role of mood stabilizers 

such as Valproic Acid in the neuroprotection mechanism of mood disorders like 

bipolar disorder. 

 

Keywords: 

 

Valproic Acid, Amphetamine, Wistar Rats, Animal Model of Mania, Memory.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

Assim como na história houve o Renascimento nas artes, também na 

psiquiatria ocorreram avanços que deram inicio ao “século do cérebro”, com a 

descoberta dos primeiros antipsicóticos. Foi apenas em 1940 com o surgimento da 

Clorpromazina que ingressamos nos tempos modernos e evoluímos até a 

Neuropsiquiatria com os neurotransmissores cerebrais, saindo do medieval para o 

futuro com a descoberta de vários outros medicamentos como, por exemplo: os 

antidepressivos tricíclicos, os serotoninérgicos, outros antipsicóticos típicos e 

atípicos, os moduladores do humor; inicialmente o Lítio e mais tarde os 

anticonvulsivantes como a Carbamazepina e o Ácido Valpróico. 

 

Nosso interesse em especial recai sobre a droga moduladora do humor Ácido 

Valpróico, por ser uma nova perspectiva para os pacientes que sofrem do 

Transtorno do humor bipolar, pois assim como o Lítio, em trabalhos realizados 

previamente, esta droga também auxilia na plasticidade cerebral atuando como fator 

de proteção cerebral.1,2  

 

Também, escolhemos trabalhar com o Transtorno do humor bipolar, por ser 

um transtorno com uma alta prevalência. Segundo um estudo epidemiológico 

multicêntrico realizado em diversas capitais brasileiras, em 1982 em Porto Alegre 

(POA) os estados depressivos e mania tiveram, respectivamente, uma prevalência 

de 6,7% e 1%, e somando todos os transtornos mentais avaliados chegamos a 

33,7% de transtornos mentais entre adultos em POA. Quanto a adolescentes e 

crianças, neste mesmo estudo foi encontrada nesta população uma elevada 

incidência de transtorno de déficit de atenção e hiperatividade assim como 

transtornos de conduta, com uma incidência de 47,8%.1,3 

 

O Transtorno Bipolar (TB) é um dos tipos de transtorno do humor mais 

comuns entre a população de adultos. Um indício do aspecto incapacitante dessa 

desordem pode ser evidenciado através da incidência de altos índices de 

desemprego e de suicídio entre as pessoas que sofrem de TB.4,5,6 O TB é 

caracterizado por sintomas afetivos, cognitivos e comportamentais que geralmente 

ocorrem em conjunto, sendo que a sua principal marca está na alternância de 
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episódios de depressão e mania.7 

 

Em estudos epidemiológicos de base populacional com métodos 

semelhantes, as taxas de Depressão Maior (DM) foram maiores em mulheres que 

em homens. Insônia e perda de energia foram comuns em DM, e também houve 

mais risco de comorbidade com abuso de substâncias e Transtornos de ansiedade. 

Os indivíduos separados ou divorciados tiveram maiores taxas de DM em todos os 

países.4  

 

        Quanto ao gênero, os homens são mais significativamente associados à mania 

unipolar, inicio precoce da doença e maior duração dos episódios maníacos, 

enquanto as mulheres apresentam mais estados mistos e episódios depressivos, e 

mais tratamentos para episódios maníacos mistos e depressão maior (p<0,05). O TB 

tipo 1 (TB1) foi significativamente relacionado à abusos de substâncias psicoativas, 

transtornos de ansiedade e personalidade, em ambos os sexos.5,8 

 

Em adultos, o risco de suicídio também aumenta em associação com o TB. Já 

nas crianças e adolescentes encontramos dificuldade escolar, repetência, 

drogadição e dificuldades de relacionamentos. Na infância, muitas vezes os 

primeiros sintomas encontrados são o comportamento agressivo e impulsivo que 

podem permanecer com estes indivíduos na idade adulta, e estar associado ao 

Transtorno instável Borderline, agravando ainda mais o quadro do portador de 

transtorno mental. 

 

Em um estudo global da Organização Mundial de Saúde sobre doenças que 

levam à incapacidade para o trabalho, em 1990, o TB ocupava a sexta posição entre 

as 10 principais doenças relacionadas, totalizando 3%, e DM foi o primeiro lugar, 

representando 10.7% das causas de afastamento para o trabalho.9 

 

        Quanto ao tratamento, o objetivo principal é manter a estabilidade do humor e 

atingir a remissão e evitar recidivas da doença. Pouco é conhecido sobre o perfil 

clínico para risco de recorrência em pacientes portadores de TB tratados conforme 

os padrões convencionais. Num estudo multicêntrico longitudinal que buscou 

estudar recidiva e remissão em 1459 participantes, a recidiva foi freqüente e 
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associada com a presença de sintomas residuais.9 

 

        Portanto é crucial para estes pacientes o desenvolvimento de drogas que 

possuam um efeito de proteção cerebral associado à estabilização do humor destes 

indivíduos. 

 

2. Referencial Teórico  

 

2. 1. Ácido Valpróico 

 

É por termos esta visão panorâmica sobre o Transtorno Bipolar (TB) que nos 

interessamos em estudar o papel do Ácido Valpróico (VAL) como estabilizador do 

humor e a possibilidade de obtermos uma neuroproteção para estes pacientes, pois, 

ao acompanharmos estes pacientes ao longo dos anos, sabemos que quanto mais 

viradas maníacas apresentarem, mais perdas cognitivas eles terão. 

 

O TB é uma doença particularmente desafiadora para o desenvolvimento de 

modelos animais adequados para estudos neurobiológicos. Estas dificuldades são 

largamente relacionadas às características clínicas peculiares desta doença, com 

estados alternantes de mania, depressão, eutimia e estados mistos, cuja etiologia e 

mecanismos cerebrais envolvidos permanecem desconhecidos.  

 

Estudos pré-clínicos com modelos animais para mania ou depressão têm sido 

desenvolvidos para avaliar a eficácia potencial de novos psicotrópicos e para gerar 

informações sobre efeitos bioquímicos destas drogas nos alvos específicos. Estes 

modelos tentam mimetizar os componentes comportamentais da mania e da 

depressão em humanos e examinam as respostas farmacológicas e os mecanismos 

de ação das novas drogas em potencial. A principal limitação é que não há modelo 

semelhante à ciclicidade do humor, o que é característico do TB. Logo, estes 

modelos não representam paradigmas válidos para o estudo do TB.10 

 

O VAL apresenta um efeito no controle das mudanças dos ciclos, ou seja, da 

mania para a depressão e da depressão para a mania, assim como na impulsividade 

e na agressividade. Acredita-se que possa inibir a função dos canais de cálcio e ou 
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sódio, e desta forma potencializar a ação inibitória do GABA, além de reduzir a ação 

excitatória do glutamato.1,11,12,13 

 

O VAL é correntemente usado no tratamento do TB, embora seu mecanismo 

de ação permaneça incerto. Um estudo in vitro utilizando Caenorhabditis elegans, 

um nematódio que serve de modelo genético devido ao seu SNC com muitos 

componentes iguais aos da transmissão sináptica em mamíferos, demonstrou que o 

VAL inibe tanto a via do inositol quanto a do diacilglicerol (DAG), ambos da via do 

inositol 1,4,5 trifosfato (IP3).
14  

 

Foi sugerido que VAL age por inibir a produção de DAG; também reduz níveis 

de DAG e inositol, mas o PIP2 (fosfatidilinositol 4,5 bisfosfato) é aumentado, 

sugerindo que a hidrólise de PIP2 mediada por fosfolipase C, e que forma DAG e IP3, 

é defeituosa na presença de VAL. Esses resultados levantam a hipótese de que o 

VAL alivia os sintomas bipolares através da via DAG, que regula a liberação de 

neurotransmissores; também, DAG e inositol são implicados na regulação de 

funções neurais, indicando que o VAL também age neste sentido.1,14 

 

Estudos com modelos animais reforçam estas teorias, pois o uso crônico do 

VAL exerce efeito neuroprotetor, inibindo o estresse oxidativo em culturas de células 

corticais de ratos.2 Wang e colaboradores (2003) estudaram o VAL e encontraram 

que o tratamento crônico por 7 dias, em ratos, inibiu a peroxidação lipídica e 

oxidação protéica induzida por FeCl3, sugerindo que tratamento crônico com VAL  

pode proteger neurônios contra o estresse oxidativo e que isto pode estar envolvido 

em seu mecanismo de ação.12  

 

Em concordância, estudos recentes demonstraram que VAL aumenta a 

expressão do GRP78 (proteína de estresse do retículo endoplasmático) e aumenta a 

expressão do fator Bcl-2 antiapoptótico, ambos em córtex de ratos. O GRP78 liga 

cálcio e dobra proteínas lesadas; o Bcl-2 estabiliza o potencial de membrana 

mitocondrial e inibe liberação de citocromo-c, e ambos inibem acumulação de 

oxirradicais.12,15 
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Estudos sugerem o que VAL tem efeito neurotrófico sobre a via ERK, e pode 

estar envolvido na modulação da GAP-43, uma proteína relevante para o 

crescimento de axônios e para a modulação de novas conexões; também esteve 

implicado com outros efeitos do aumento da expressão GRP78 tais como 

crescimento de axônios e modulação contra efeitos do estresse metabólico. O VAL 

crônico está associado com aumento da expressão Bcl-2 no cérebro. Juntos, todos 

estes achados sugerem o papel do VAL como neuroprotetor.11,12,15  

 

3. Caracterização do Problema e Justificativa 

 

3.1 Modelos animais de Transtorno Bipolar (TB).  

 

Os transtornos do humor estão entre as formas mais prevalentes das doenças 

psiquiátricas. Os modelos animais são essenciais para o estudo dos processos 

envolvidos na manifestação desses quadros, bem como para a elaboração de 

tratamentos farmacológicos adequados. Contudo, sabe-se relativamente pouco 

sobre a patogênese dos transtornos do humor, o que dificulta a criação de um 

modelo animal que reproduza de forma adequada aspectos bioquímicos, genéticos e 

comportamentais dessas doenças.  

 

Geralmente, os modelos animais de TB concentram-se na manifestação de 

um único episódio de mania. A indução da mania em animais pode ser obtida 

através de diferentes maneiras: administração de drogas psicoestimulantes, 

privação do sono e estimulação química (ou elétrica) da amígdala.16,17,18,19  

 

Os modelos animais existentes para TB não conseguem completar três 

critérios básicos: serem semelhantes a clinica, apresentarem bases etiológicas e 

responderem ao tratamento padrão.10 

 

Segundo Machado-Vieira (2004), os modelos que melhor cumprem estes 

requisitos são aqueles de estimulação química da mania através de modulação 

dopaminérgica, mas também há modelos de mania com privação do sono, lesão 

cerebral, estimulação elétrica e modelos genéticos. Já para modelos de depressão, 

é fundamental mimetizar sinais/sintomas da depressão em humanos ou que seja 
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responsivo aos tratamentos farmacológicos; alguns dos modelos simulam 

desespero, avaliam teorias comportamentais e desenvolvimentais, ou permitem o 

estudo dos mecanismos neuropatológicos, e a maioria foi proposta para avaliar a 

efetividade de novas drogas pré-clínicas. 

 

Os modelos disponíveis para TB são: comportamento predatório, estimulação 

elétrica (Kindling), potenciação DOPA, depressão induzida por 5-HTP, bulbectomia 

olfatória, hiperatividade induzida por isolamento, desespero, estresse crônico, 

modelos de separação, auto-estimulação intracraniana, "auto-socorro" apreendido, 

teste de natação forçada, linha de natação hipoativa, teste Flinders.20,21,22,23  

 

Contudo, é a característica da ciclagem entre mania e depressão que constitui 

o maior desafio; há o modelo de Altelman com uso cíclico de cocaína em alta dose 

que relacionou respostas hiper e hipoativas em dias alternados; porém além de 

poucos, os modelos cíclicos também são poucos efetivos para demonstrar e 

determinar a transcrição entre os estados de humor, fato importante para TB.  
 

Ambientes e condições de privação ou de estímulos, associados à estresse 

agudo ou crônico, tanto em animais quanto em humanos, devem ser avaliados 

devido aos seus efeitos peculiares no desenvolvimento.16,17 Os modelos de lesão 

cerebral, que induzem hiperatividade como sintoma maníaco, são limitados, pois 

podem alterar a sensibilidade e a resposta às drogas estabilizadoras; contudo as 

lesões em cérebros imaturos podem produzir ratos instáveis, com implicações 

genéticas inclusive, devendo ser observados por gerações, com implicações na 

etiologia da doença. Em suma, é necessário desenvolver um modelo que integre 

mania e depressão.12 

 

O modelo animal que utiliza a administração de anfetamina para induzir um 

episódio de mania tem demonstrado ser um modelo adequado em estudos sobre as 

possíveis alterações bioquímicas envolvidas na patogênese de TB, bem como nas 

investigações sobre possíveis estratégias terapêuticas.24-31  
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3. 2. Relação entre exposição ao estresse no período neonatal e a manifestação de 

TB na fase adulta.  

 

A exposição a diferentes tipos de estressores psicossociais nos estágios 

iniciais de desenvolvimento tem sido apontada como um possível precipitador dos 

transtornos do humor. Já foi demonstrado que a privação materna no período 

neonatal em roedores pode induzir um aumento na ansiedade e nos níveis de 

hormônios do estresse; mudanças nas taxas de neurogênese e apoptose; 

decréscimo em fatores neurotróficos e enzimas responsáveis pela transdução de 

sinais importantes para o aprendizado e a cognição.32,33  

 

A investigação da relação entre a exposição a eventos estressantes no 

período de desenvolvimento e a manifestação de episódios de mania na fase adulta 

em modelos animais pode contribuir para a identificação de mecanismos neurais 

através dos quais a exposição ao estresse pode estar contribuindo para o 

desenvolvimento dos transtornos do humor na fase adulta. 

 

3. 3. Justificativa 

  

        Assim como Frey (2006) demonstrou ser possível a reprodução de quadros de 

mania em ratos após o uso da anfetamina, também outros estudos realizados 

previamente em nosso laboratório com modelos animais foram efetivos para o 

desenvolvimento do Transtorno do humor Bipolar em ratos.  

 

O desenvolvimento de um modelo animal de mania nos permitirá ampliar 

nossas pesquisas para o estudo de uma possível interação entre a exposição ao 

estresse no período neonatal e à anfetamina na idade adulta (indução de episódio 

de mania) sobre aspectos cognitivos. Ainda, com o estabelecimento deste modelo 

pretendemos investigar o possível efeito neuroprotetor de medicamentos 

estabilizadores do humor como o Ácido Valpróico.1,25 
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4. Objetivos 

 

4.1. Objetivos Gerais 

 

            Avaliar a relação entre a exposição ao estresse no período neonatal e a 

indução de episódios de mania (modelo de Transtorno Bipolar) na fase adulta, e os 

efeitos do tratamento com Ácido Valpróico em ratos. 

 

4.2. Objetivos Específicos  

 

 Avaliar os efeitos comportamentais (através da medida da atividade em 

campo aberto e da tarefa de reconhecimento do objeto novo) da exposição ao 

estresse no período neonatal (através do método de privação materna) e da 

indução de episódios de mania (através do tratamento crônico com 

anfetamina) na fase adulta.  

 

 Avaliar os efeitos do tratamento com Ácido Valpróico sobre as alterações 

comportamentais induzidas pela combinação da exposição ao estresse no 

período neonatal e à anfetamina na idade adulta. 

 

5. Metodologia 

 

5.1 Animais 

 

Ratas Wistar prenhas foram obtidas da Fundação Estadual de Produção e 

Pesquisa em Saúde do Rio Grande do Sul (FEPPS-RS). Cada rata foi acomodada 

individualmente em uma caixa de moradia. Cada ninhada foi ajustada em 8 filhotes 

de ambos os sexos e mantida com sua respectiva mãe em sua caixa de moradia em 

ambiente climatizado com ciclos claro/escuro de 12 horas, recebendo alimentação 

comercial e água ad libitum.  

 

Os filhotes foram desmamados com 30 dias de vida e os machos foram 

colocados em grupos de 3 a 5 ratos por caixa. Em todos os experimentos, foram 

uitlizados somente os animais machos. Os grupos experimentais foram compostos 
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por 10 a 12 animais em cada um para as tarefas comportamentais, visto que esse 

tamanho de amostra demonstrou ser adequado para os tipos de experimentos  

realizados. 18,24-26,29-31,34-38  

 

Ao total foram 8 grupos experimentais subdivididos em 2 grupos de animais: 

não-separados (NS)  e  separados (S) da mãe. 

 

5.2. Exposição ao estresse no período neonatal (método da privação materna) 

 

Os filhotes (Figura1) foram divididos em dois grupos experimentais: 

  

1) manipulados, não separados (NS) (grupo controle): os que não foram separados 

de suas mães, exceto diariamente por 15 minutos para serem pesados, e  

2) os que foram separados (S) de suas mães diariamente por um período de 180 

minutos do 1 ao 14 dia de vida pós-natal das ninhadas.  

 

  

                           Figura 1: ninhada dos ratos Wistar 

 

Durante o período de separação, as caixas de moradia das ninhadas 

foram colocadas sobre uma superfície aquecida, a 30-33C (graus centígrados), em 

uma sala com as mesmas condições de temperatura e luminosidade que a sala 

onde os outros animais da colônia foram mantidos. Nesse período, as ninhadas não 

tiveram acesso à água e à ração.39-41 
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5.3 Indução de episódios de mania nos animais adultos (modelo de Transtorno 

Bipolar) 

 

Os mesmos animais expostos ao estresse no período neonatal (com seu 

respectivo grupo controle) foram subdivididos em dois outros grupos, submetidos a 

um tratamento com uma solução Salina (grupo controle) ou D-anfetamina (Sigma, 

St. Louis, MO/USA) na dose de 2,0 mg/Kg/ip (intra-peritoneal) por 7 dias 

consecutivos, a fim de induzir a manifestação de um episódio de mania.24-31  

 

5.4  Reversão dos efeitos pelo Ácido Valpróico 

 

Alguns trabalhos com culturas de células de animais tem demonstrado que o 

Ácido Valpróico (VAL) possui um papel neuroprotetor uma vez que inibe o estresse 

oxidativo, desta forma contribuindo para uma diminuição no dano cerebral, pois 

sabemos que durante os quadros de mania existe um aumento do estresse oxidativo 

que colabora para que haja um maior dano cerebral nestes indivíduos.1,42  

 

Os grupos de ratos foram subsequentemente divididos em dois grupos na 

fase adulta: um grupo recebeu 200mg/Kg/ip de VAL duas vezes ao dia por 7 dias e o 

outro grupo a mesma quantidade correspondente em mililitros/ip de solução Salina. 

 

5.5 Tarefas comportamentais  

 

Os testes comportamentais foram realizados, respectivamente, 2 (duas) horas 

e 7 (sete) dias após o término dos tratamentos farmacológicos. 

 

5.5.1 Atividade em Campo Aberto 

 

 Os animais foram colocados no canto esquerdo de uma caixa de campo 

aberto (caixa de madeira com a face frontal de vidro medindo 45 x 40 x 60 cm) cujo 

assoalho é dividido em 12 quadrados iguais por linhas pretas (Figura 2).  

 

A sessão de treinamento teve duração de 5 (cinco) minutos, durante os quais 

o animal pode explorar a caixa livremente.  
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                             Figura 2: teste no campo aberto 

 

Durante o teste foram registrados o número de cruzamentos, o número de 

respostas de orientação e de exploração vertical (quando o animal estiver 

explorando o ambiente apoiado somente nas patas traseiras, estando as patas 

dianteiras livres e não apoiadas no fundo da caixa –ereto).37,38,43  

 

5.5.2 Tarefa de Reconhecimento do Objeto Novo  

 

Os animais forão submetidos à Tarefa de Reconhecimento do Objeto Novo 

(TRON) em 24 (vinte e quatro) horas após a medida da atividade em campo aberto. 

A tarefa foi realizada na mesma caixa utilizada para medir a atividade em campo 

aberto, acrescida de serragem sobre o seu assoalho.  

 

No primeiro dia de execução da tarefa, durante a sessão de treino, dois 

objetos idênticos serão colocados no campo aberto e o animal pode explorá-los 

durante 5 minutos (Figura 3).  

 

O tempo gasto pelo animal na exploração de cada objeto foi registrado, 

utilizando-se dois cronômetros. 

 

Durante as sessões de teste de retenção, uma de Memória de Curta Duração 

(STM) realizada 1,5 horas após o treino e outra de Memória de Longa Duração 

(LTM) realizada 24 horas após o treino, o rato foi colocado novamente na mesma 

caixa, onde um dos objetos já familiares utilizado na sessão de treino foi substituído 

por um objeto novo. 
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                                          Figura 3: TRON treino de 5 minutos 

         

        As sessões de teste tiveram duração de 5 minutos cada uma. Um índice de 

referência (IR), a razão entre a quantidade de tempo gasto na exploração de 

qualquer um dos objetos (na sessão de treino) ou o objeto novo (sessão de teste) 

sobre o tempo total gasto explorando ambos os objetos, foi utilizado como uma 

medida de memória de reconhecimento, calculado conforme a fórmula abaixo:18,34-38 

 

                                            

 

 

 

                                        

6.  Análise Estatística 

 

Os resultados do comportamento em campo aberto foram expressos como 

média  (mais ou menos) erro padrão. As comparações entre os grupos foram 

realizadas através da análise de variância de uma via (ANOVA), seguida pelo teste 

post hoc de Tukey.  

 

Os resultados da Tarefa de Reconhecimento de Objeto Novo estão expressos 

através da mediana (intervalos interquartis). As comparações entre os grupos foram 

feitas através de análise de variância de Kruskal-Wallis seguida pelo teste U de 

Mann-Whitney, quando necessário. As comparações dentro do grupo foram feitas 

utilizando-se o teste de Wilcoxon. Em todas as comparações, p0,05 foi considerado 

estatisticamente significativo.18,34-38  

             Tempo gasto explorando o objeto novo 
 IR=________________________________________            
             Tempo gasto de exploração dos dois objetos       
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7. Aspectos Éticos 

 

Todos os experimentos foram desenvolvidos seguindo o Guia para Cuidados 

Animais e Utilização de Animais de Laboratório do Instituto Nacional de Saúde dos 

Estados Unidos da América e as recomendações para utilização de animais da 

Sociedade Brasileira de Neurociências e Comportamento (SBNec). O projeto foi 

aprovado pelo Comitê de Ética para o uso de Animais (CEUA) da PUCRS (ofício n° 

424/08). 

 

8. Resultados 

 

8.1.  Atividade em campo aberto  

 

No experimento I (realizado 2 horas após a administração da última injeção), 

ambos os grupos não separado (NS) e separado (S) de animais que receberam 

Anfetamina (D-AMPH) na idade adulta apresentaram aumento no número de 

cruzamentos (p = 0.015 e p = 0.004, respectivamente) e no número de explorações 

verticais (p = 0.023 e p = 0.044, respectivamente) quando comparados ao grupo NS 

que recebeu Salina na idade adulta (Figuras 4A e B).  

 

O grupo NS e o grupo S que receberam VAL não apresentaram diferença 

estatisticamente significativa quanto ao número de cruzamentos e explorações 

verticais quando comparados aos grupos NS e S que receberam Salina (p = 0.217 e 

p = 0.259, respectivamente para o número de cruzamentos; p = 0.995 e p = 0.591, 

respectivamente para o numero de explorações verticais) indicando que o 

tratamento com VAL por si não afetou a performance dos grupos nos parâmetros 

analisados.  

 

Em contraste, quando os animais NS e S receberam o tratamento combinado 

(D-AMPH e VAL), o VAL levou a redução do número de cruzamentos e explorações 

verticais quando comparados aqueles grupos de animais NS e S que receberam D-

AMPH (p < 0.001 e p < 0.001, respectivamente para comparação com relação aos 

grupos: NS + D-AMPH + VAL; p < 0.001 e p < 0.001, respectivamente comparados 

aos S + D-AMPH + VAL quanto ao número de cruzamentos; p = 0.002 e p = 0.006, 
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respectivamente; comparando o NS + D-AMPH + VAL; p = 0.001 e p = 0.002, 

respectivamente e comparando o S + D-AMPH + VAL quanto ao número de 

explorações verticais).  

 

No experimento II (realizado 7 dias após a aplicação da última injeção), não 

encontramos diferenças estatisticamente significativas entre nenhum dos grupos 

experimentais quanto aos  parâmetros analisados (Figuras 4C e D). 

 

Atividade em campo aberto quanto ao número de cruzamentos (2 horas 

após o término dos tratamentos farmacológicos): 

 
Figura 4 A: Parâmetro de número de cruzamentos no campo aberto em ratos Wistar adultos que foram 
submetidos a duas condições no período neonatal: não separados (NS) e separados (S) da mãe. Na idade 
adulta estes animais foram subdivididos em grupos que receberam os seguintes tratamentos farmacológicos: 
Salina; Anfetamina (D-AMPH); Valproato (VAL) e D-AMPH + VAL. Experimento realizado 2 horas após o término 
dos tratamentos farmacológicos. Dados expressos como médias  E.P. N=10-13 animais por grupo. Diferenças 
entre Salina+Salina versus outros grupos estão indicadas como: *p<0,05 na comparação entre NS+Salina versus 
outros grupos. 
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Atividade em campo aberto quanto ao número de explorações verticais (2 

horas após o término dos tratamentos farmacológicos): 

 

Figura 4B: Parâmetro de número de explorações verticais no campo aberto em ratos Wistar adultos que foram 
submetidos a duas condições no período neonatal: não separados (NS) e separados (S) da mãe. Na idade 
adulta estes animais foram subdivididos em grupos que receberam os seguintes tratamentos farmacológicos: 
Salina; Anfetamina (D-AMPH);  Valproato (VAL) e D-AMPH + VAL. Experimento realizado 2 horas após o término 
dos tratamentos farmacológicos. Dados expressos como médias  E.P. N=10-13 animais por grupo. Diferenças 
entre Salina+Salina versus outros grupos estão indicadas como: *p<0,05 na comparação entre NS+Salina versus 
outros grupos. 
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Atividade em campo aberto quanto ao número de cruzamentos (7 dias após 
término dos tratamentos farmacológicos): 

 

 Figura 4C: Parâmetro de número de cruzamentos no campo aberto em ratos Wistar adultos que foram 
submetidos a duas condições no período neonatal: não separados (NS) e separados (S) da mãe. Na idade 
adulta estes animais foram subdivididos em grupos que receberam os seguintes tratamentos farmacológicos: 
Salina; Anfetamina (D-AMPH);  Valproato (VAL) e D-AMPH + VAL. Experimento realizado 7 dias após a 
aplicação da última injeção. Dados expressos como médias  E.P. N=10-13 animais por grupo. Diferenças entre 
sal+sal versus outros grupos estão indicadas como: *p<0,05 na comparação entre NS+Salina versus outros 
grupos; **p<0,01 na comparação entre NS+Salina versus outros grupos "+" p<0,05 na comparação entre 
S+Salina versus outros grupos. 
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Atividade em campo aberto quanto ao número de explorações verticais (7 dias após 

os tratamentos farmacológicos): 

 
Figura 4D: Parâmetro do número de explorações verticais no campo aberto em ratos Wistar adultos que foram 
submetidos a duas condições no período neonatal: não separados (NS) e separados (S) da mãe. Na idade 
adulta estes animais foram subdivididos em grupos que receberam os seguintes tratamentos farmacológicos: 
Salina; Salina + Anfetamina (D-AMPH); Salina + Valproato (VAL) e D-AMPH + VAL. Experimento realizado 7 dias 
após a aplicação da última injeção. Dados expressos como médias  E.P. N=10-13 animais por grupo. 
Diferenças entre sal+sal VS outros grupos estão indicadas como: *p<0,05 na comparação entre NS+Salina 
versus outros grupos; **p<0,01 na comparação entre NS+Salina versus outros grupos "+" p<0,05 na comparação 
entre S+Salina versus outros grupos.  

 

8.2. Teste de Reconhecimento do Objeto Novo 

 

No experimento I, realizado 24 horas após a aplicação da última injeção 

(Figura 5A), o teste de Kruskall-Wallis demonstrou diferença significativa entre 

grupos nas preferências exploratórias e no teste de retenção memória de curta 

duração (STM) e de longa duração (LTM) (df = 7, NS = 24.681, p = 0.001 para STM 

e df = 7, H = 43.172, p < 0.001 para LTM, mas não no treino (df = 7, NS = 3.189, p = 

0.867).  

 

Além disso, análises com teste de Mann-Whitney demonstraram que os 

grupos NS (p < 0.001) e S (p < 0.001)  tratados com D-AMPH na idade adulta 

apresentaram prejuízo de LTM quando comparados com o grupo NS que recebeu 

salina.  

 

Interessantemente, nós encontramos que os efeitos da D-AMPH foram mais 
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pronunciados no grupo S, após eles também apresentaram STM prejudicada 

quando comparado ao grupo de animais NS que receberam salina (p = 0.015), e S 

animais que receberam somente D-AMPH (p = 0.011). 

  

Animais S que receberam Salina demonstraram apenas prejuízos na LTM 

quando comparados com animais NS que receberam Salina (p < 0.001).  

 

Ambos os grupos NS que receberam VAL e o tratamento combinado de D-

AMPH + VAL apresentaram prejuízos na LTM quando comparados aos animais NS 

que receberam salina (p = 0.001 e p < 0.001, respectivamente). Mas o grupo NS que 

recebeu o tratamento combinado apresentou escores mais altos no teste de 

retenção de LTM do que o grupo NS que recebeu D-AMPH (p = 0.001), indicando 

que o tratamento com VAL pode ter exercido efeito protetor contra a toxicidade 

induzida pela D-AMPH.  

 

Igualmente uma LTM prejudicada foi verificada no grupo S que recebeu VAL e 

o tratamento combinado de D-AMPH + VAL quando comparado aos animais NS que 

receberam  salina (p = 0.010 e p < 0.001, respectivamente).  

 

É importante ressaltar que o VAL não foi capaz de proteger contra a 

toxicidade induzida pela D-AMPH no grupo S que recebeu o tratamento combinado, 

após estes grupos apresentaram STM e LTM prejudicada quando comparados aos  

animais NS que receberam salina (p = 0.001 e p < 0.000, respectivamente) e STM 

prejudicada quando comparados com animais S que receberam salina (p = 0.001).  

 

Adicionalmente, não houve diferença estatisticamente significativa entre o 

grupo S que recebeu D-AMPH e o grupo S que recebeu o tratamento combinado nos 

testes de retenção de STM e LTM (p = 0.809 e p = 918, respectivamente). 

  

 Para determinar, se os déficits de memória persistiriam por mais de uma 

semana após o tratamento com D-AMPH, os ratos foram retreinados e testados 8 

dias após a ultima injeção (Experimento II, Figura 5B).  

 

O teste Kruskal-Wallis demonstrou diferença significativa entre os grupos na 
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preferência exploratória nos testes de STM e LTM (df = 7, NS = 23.425, p = 0.001 

para STM e df = 7, NS = 37.601, p < 0.001 para LTM, só não no treino (df = 7, NS = 

5.776, p = 0.566).  

 

Além disso, análises com teste de Mann-Whitney demonstraram que animais 

NS e S tratados com D-AMPH no período adulto ainda mostraram STM e LTM 

prejudicadas quando comparados com animais NS que receberam salina (p < 0.001 

para LTM no grupo NS; p < 0.001 para STM e p < 0.001 para LTM no grupo S).  

 

Animais S que receberam salina também conservaram a LTM prejudicada 

quando comparados aos animais NS que receberam salina (p < 0.001). Ambos os 

grupos NS que receberam VAL e o tratamento combinado de D-AMPH + VAL não 

mostraram diferenças estatísticas quando comparados aos animais NS que 

receberam salina. Igualmente o efeito não foi notado nos grupos S que receberam 

VAL e o tratamento combinado de D-AMPH + VAL quando comparados aos animais 

NS que receberam salina considerando o teste de retenção LTM (p = 0.001 e p < 

0.001, respectivamente).  

 

  Além disso, o prejuízo de LTM persistiu no grupo S que recebeu o tratamento 

combinado quando comparado aos animais NS que receberam salina, o prejuízo de 

STM não foi encontrado 8 dias após a última injeção (p = 0.630). Também, o grupo 

S, que recebeu o tratamento combinado apresentou um melhor desempenho no 

teste de retenção STM quando comparado aos animais S que receberam D-AMPH 

(p < 0.001).  
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Tarefa de Reconhecimento do Objeto I (24 horas após os tratamentos 

farmacológicos): 

 
Figura 5A: Teste de memória de reconhecimento do objeto em ratos Wistar adultos que foram submetidos a 
duas condições no período neonatal: não separados (NS) e separados (S) da mãe. Na idade adulta estes 
animais foram subdivididos em grupos que receberam os seguintes tratamentos farmacológicos:  Salina;  
Anfetamina (D-AMPH); Valproato (VAL) e D-AMPH + VAL. Experimento realizado 24 horas após o término dos 
tratamentos farmacológicos. Dados expressos como médias  E.P. N=10-13 animais por grupo. Diferenças entre 
Salina+Salina versus outros grupos estão indicadas como: *p<0,05 na comparação entre NS+Salina versus 
outros grupos. 

*p<0,05 na comparação entre NS+Salina versus outros grupos  

**p<0,01 na comparação entre NS+Salina versus outros grupos 
"+"p<0,05 na comparação entre S+Salina versus outros grupos  
"++"p<0,01 na comparação entre S+Salina versus outros grupos 
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Tarefa de Reconhecimento do Objeto II (7 dias após os tratamentos 
farmacológicos): 
 

 
 

Figura 5B: Teste para memória de reconhecimento  em ratos Wistar adultos que foram submetidos a duas 
condições no período neonatal: não separados (NS) e separados (S) da mãe. Na idade adulta estes animais 
foram subdivididos em grupos que receberam os seguintes tratamentos farmacológicos:  Salina;  Anfetamina 
(D-AMPH); Valproato (VAL) e D-AMPH + VAL. Experimento realizado 7 dias após o término dos tratamentos 
farmacológicos. Dados expressos como médias  E.P. N=10-13 animais por grupo. Diferenças entre os grupos 
estão indicadas como:  

*p<0,05 na comparação entre NS+Salina versus outros grupos  

**p<0,01 na comparação entre NS+Salina versus outros grupos  
"+"p<0,05 na comparação entre S+Salina versus outros grupos  

"++"p<0,01 na comparação entre S+Salina versus outros grupos 
 
 
 

      
 

9. Discussão 

 

Apesar de extensa investigação, as bases celulares e moleculares do 

Transtorno Bipolar (TB) ainda não foram completamente elucidadas. 

 

Dados recentes demonstraram que os estabilizadores do humor exercem 

efeitos importantes sobre a sinalização nas vias que regulam a plasticidade celular, 

no entanto, uma extrapolação direta aos mecanismos da doença exige a prova de 

que a manipulação de genes candidatos e proteínas podem resultar em vias 

relevantes para mudanças comportamentais.2 
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Não surpreendentemente, os dados comportamentais sugerem que várias 

importantes moléculas sinalizadoras poderiam desempenhar um papel importante na 

mediação da sintomatologia complexa do TB. 11,15 Vários estudos têm demonstrado 

que o estresse oxidativo pode desempenhar um papel nas alterações neuroquímicas 

e comportamentais observados após a administração de anfetaminas (AMPH). 

 

Períodos mais longos de exposição à AMPH foram associados com aumento 

do estresse oxidativo no cérebro de ratos. Isso acrescenta evidências à noção de 

que repetidos episódios de mania podem estar associados com maior dano cerebral 

e, portanto, resultados mais pobres.18-20,27,28,35 

 

 Em nossa pesquisa investigamos a atividade em campo aberto com ratos 

Wistar adultos que foram submetidos a duas condições no período neonatal: não 

separados (NS) e separados (S) da mãe. Na idade adulta estes animais foram 

subdivididos em grupos que receberam os seguintes tratamentos farmacológicos:  

Salina; Anfetamina (D-AMPH); Valproato (VAL) e D-AMPH + VAL.  

 

Nos testes comportamentais que foram realizados 2 horas após o término dos 

tratamentos farmacológicos, os grupos de animais que foram tratados com AMPH 

apresentaram um aumento do número de cruzamentos e explorações verticais tanto 

no grupo NS como no grupo S, sugerindo que o modelo animal cumpre requisitos de 

perfil adequado, construção e validade preditiva para um modelo mania. 

 

         Existem janelas de tempo críticas para o desenvolvimento, durante o qual a 

exposição ao estresse imprevisível pode afetar o adulto quanto às funções 

emocionais e sociais, sem afetar a função cognitiva. O impacto de experiências 

adversas precoces no comportamento emocional adulto tem sido descrito tanto 

clinica quanto experimentalmente. 44,45 

Estudos clínicos resultaram na hipótese de "two-hits" (2 eventos críticos): 

distúrbios emocionais (stress, negligência, abusos) muito precoces (primeiro hit), 

podem levar a uma vulnerabilidade à longo-prazo que propicia o  segundo hit (stress 

e abusos em idades mais tardias), e que então podem induzir o surgimento de 

transtornos mentais, tal como depressão ou esquizofrenia.44-47 
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Consideramos este fato relevante, pois em nossa pesquisa o somatório de 

danos (AMPH+Estresse neonatal) implicou na incapacidade da reversão dos déficits 

cognitivos quando da idade adulta dos animais testados e tratados com VAL. 

 

            Avaliamos a Memória de Curto-prazo (STM) e Memória de Longo-prazo 

(LTM) 8 dias após o término dos tratamentos farmacológicos. O VAL reverteu o 

efeito apenas da D-AMPH e não conseguiu reverter os efeitos quando associamos 

os efeitos deletérios da D-AMPH e da separação materna. O que nos faz pensar que 

os danos cerebrais ocorridos na vigência de estresse neonatal infelizmente talvez 

não consigam ser revertidos totalmente pelos moduladores do humor na idade 

adulta.  

  

             McPherson e colaboradores (2007) observaram que crianças expostas ao 

estresse em UTI - Neonatal podem apresentar efeitos permanentes na saúde 

quando adultos e considerou ser necessário um modelo animal que simulasse o 

impacto desta experiência para entender o impacto de determinados estressores, ao 

fazê-lo, observaram que o estresse neonatal significativamente aumentou a 

mortalidade enquanto estresse neonatal e morfina retardaram o crescimento infantil, 

em ratos.46 

 

             Portanto estudos que procurem relacionar os danos ocorridos em virtude de 

eventos ocorridos no transcorrer do período de desenvolvimento materno infantil são 

de uma relevância crucial.  

 

                Em nosso trabalho, ao testarmos a Memória de Reconhecimento de Curta 

duração (STM) e Longa duração (LTM), encontramos que tanto a STM quanto a 

LTM são afetadas pelo estresse neonatal assim como também pelo uso de drogas 

como a D-AMPH.  

             O VAL é usado como estabilizador do humor e cada vez mais existem 

sugestões quanto ao fato de ser neuroprotetor. Um estudo experimental controlado, 

sugeriu que o tratamento crônico com VAL pode proteger neurônios contra o 

estresse oxidativo e que este fato pode estar envolvido em seu mecanismo de 

ação.12 
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Frey e colaboradores (2006) também investigaram os efeitos do lítio (Li) e 

VAL, em um modelo animal de TB baseado em D-AMPH, sobre atividade motora 

(em campo aberto) e níveis BDNF no hipocampo. Li e VAL reverteram efeitos 

comportamentais locomotores induzidos pela D-AMPH.23,24,30,48 

 

Em nosso modelo animal de mania o VAL no teste comportamental realizado 

2 horas após os tratamentos farmacológicos conseguiu reverter os efeitos quanto ao 

número de cruzamentos e explorações verticais aumentados após o uso da D-

AMPH e também quando em associação com o estresse neonatal, o que nos 

reafirma o seu efeito como modulador do humor. 

 

           Mas ao associarmos estresse neonatal e D-AMPH o tratamento com VAL não 

conseguimos observar uma reversão dos efeitos nos testes realizados 8 dias após 

os tratamentos farmacológicos. Reforçando a importância do período de vida 

neonatal como fator relevante na prevenção do surgimento de patologias mentais na 

idade adulta.  

 

          Gostaríamos de salientar que se faz necessário que surjam novos estudos 

nesta área no intuito de que se posa vislumbrar melhor os mecanismos envolvidos 

nos transtornos mentais e nas drogas a serem usadas. 

 

Os resultados obtidos pelo nosso grupo estão de acordo com as linhas de 

pesquisa desenvolvidas anteriormente e reafirmam os dados encontrados na 

literatura, em virtude do crescente interesse nos mecanismos envolvidos na 

fisiopatologia dos transtornos mentais, e conseqüentemente na busca de modelos 

animais e novas drogas que nos façam compreender melhor os mecanismos 

envolvidos no sofrimento mental. 

 
10. Conclusão 
 

Nosso trabalho vem ao encontro dos trabalhos anteriores reforçando o papel 

dos Estabilizantes do Humor como o Ácido Valpróico no mecanismo de 

Neuroproteção dos Transtornos do Humor como o Transtorno Bipolar.  
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Os dados apóiam a idéia de que a regulação da plasticidade celular está 

envolvida no desenvolvimento de mudanças de comportamento afetivos, como 

observadas no Transtorno Bipolar. Estas descobertas estão levando ao 

desenvolvimento de novas terapêuticas para esta doença devastadora.  

 

A conclusão mais relevante ao nosso entender é que o estresse quando 

ocorrido no período neonatal poderá vir a ocasionar danos na idade adulta. Danos 

estes que infelizmente talvez os fármacos atualmente disponíveis não consigam 

reverter. 

 

11. Perspectivas 

 

Estudos na área da neuroproteção cerebral são necessários, pois nos 

auxiliam a compreender melhor os fatores envolvidos nos transtornos mentais, pois 

com base nos dados obtidos no presente momento não nos é possível extrapolar os 

resultados ainda para seres humanos.  
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Abstract 

It has been suggested that experiences taking place early in life have a profound influence 

on brain development, determining individual differences in the vulnerability to environmental 

pathogens later in life. Here, we investigated the effects of exposure to early life stress 

(maternal deprivation) and to an environmental pathogen in adulthood (D-amphetamine 

administration) on cognition. We found that repeated D-amphetamine exposure produces 

severe cognitive impairment, which was more pronounced when the animals were maternal 

deprived, suggesting that an early adverse life event may increase the vulnerability to an 

environmental pathogen later in life. In addition, we found that valproic acid ameliorated the 

cognitive deficits induced by D-amphetamine, but it was not effective when the animals were 

exposed to both maternal deprivation and D-amphetamine. 

Keywords: bipolar disorder, D-amphetamine, maternal deprivation, recognition memory, 

valproic acid. 

Abbreviations 

BDNF: Brain-derived neurotrophic factor 

BP: bipolar disorder 

D-AMPH: D-amphetamine 

H: hadled (rearing condition from post-natal day 1 to 14) 

LTM: long-term memory 

MD: maternal deprived (rearing condition from post-natal day 1 to 14) 

NGF: nerve growth factor 

NT-3: neurotrophin-3 

STM: short-term memory 

VPA: valproic acid 
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1. Introduction 

Bipolar disorder (BD) is a devastating illness characterized by recurrent episodes of 

mania and depression. In addition to these cyclic episodes, individuals with BD exhibit 

changes in psychovegetative function, cognitive performance, and general health and well 

being (Zarate et al., 2000; Martinowich et al., 2009). The prevention of future episodes 

(recurrences) and the acute management of depressive and manic episodes with less 

adverse side effects are the major goals in the treatment of BD. Lithium salts still are the first 

choice long-term preventive treatment for BD. Anticonvulsant and second-generation 

antipsychotic drugs have increasingly been proposed as alternatives, although their long-

term safety and efficacy compared with lithium remains uncertain (Tohen and Vieta, 2009; 

Bowden, 2009; Haddad et al., 2009; The BALANCE investigators and collaborators, 2010).  

The development of animal models represents an important tool in the investigation of 

new intracellular systems that may be involved in the pathogenesis of BD as well as in the 

search of novel pharmacological approaches. However, animal models that reliably 

reproduce the characteristic cyclic episodes of mania and depression of BD are not available 

so far. The current available animal models of BD permit the controlled study of a particular 

aspect of the illness, i.e. manic episodes, and its treatment (Machado-Vieira et al., 2004; 

O’Donnell and Gould, 2007; Malkesman et al., 2009).  

Over the years, our research group has used an animal model of mania based on 

chronic D-amphetamine (D-AMPH) exposure in order to investigate the neurochemical 

alterations associated with the pathogenesis of BD as well as new pharmacological 

strategies. We have shown that brain oxidative stress (Frey et al., 2006a, c, e; Valvassori et 

al., 2008), neurotrophic factors’ levels [brain-derived neurotrophic factor (BDNF), nerve 

growth factor (NGF) and neurotrophin-3 (NT-3)] (Frey et al., 2006b, f; Walz et al., 2008), 

hippocampal DNA damage (Andreazza et al., 2008), and hippocampal Na+,K+-ATPase 

activity (Zugno et al., 2009) were altered in this model. We also showed that lithium and 

valproate [mood stabilizers currently used in the treatment of bipolar disorder] (Frey et al., 

2006a, f; Correa et al., 2007; Walz, et al., 2008; Andreazza et al., 2008; Zugno et al., 2009) 

were able to reverse/block the effects of D-AMPH, indicating a good predictive validity of this 

animal model. A number of studies, performed by other research groups, have also 

demonstrated that antimanic agents are able to reverse the hyperlocomotion induced by 

repeated exposure to psychostimulants in rodents (Fessler et al., 1982; Vale and Ratcliffe, 

1987; Cappeliez and Moore, 1990; Arban et al., 2005; Einat et al., 2007; Kim et al., 2008; 

Dencker et al., 2008; Marston et al., 2009; Redrobe and Nielsen, 2009). 
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Although our knowledge of the pathogenesis of BD has increased in recent years, the 

precise mechanisms that trigger the episodes of mania and depression remain unclear. It 

has been suggested that exposure to early adverse life events may interact with individual 

genetic background (“first hit”) increasing the vulnerability for developing a psychiatric 

disease in adult life when the individual are exposed to a "second hit" that then leads to the 

onset of psychiatric symptoms (Post et al., 2001; Maynard et al., 2001; Caspi and Moffitt, 

2006; Fumagalli et al., 2007; McEwen, 2007; Van Winkel et al., 2008; Toth et al., 2008; Le 

Strat et al., 2009). Based on this concept, in a previous study (data not published), we 

decided to investigate if the exposure to an environmental risk factor, such as deprivation of 

normal parental care, would make rats less resilient to an environmental pathogen (D-AMPH 

exposure) in adulthood. Moreover, in this previous study, we also investigated the effects of 

exposure to an early adverse life event on cognition in animals exposed to D-AMPH, since 

there are important cognition disturbances associated with the exposure to early adverse life 

events (Bremner and Narayan, 1998; Bremner and Vermetten, 2001) and in patients affected 

by BD (Wingo et al., 2009; Goldberg and Chengappa, 2009). Here, we extended our findings 

evaluating the possible therapeutic effects of valproic acid (VPA) on this “two-hit” animal 

model of mania. 

2. Methods 

2.1 Animals 

Pregnant Wistar rats were obtained from Fundação Estadual de Pesquisa e  

Produção em Saúde, Porto Alegre, RS, Brazil. After birth, each litter was adjusted within 48 h 

to contain eight rat pups and the same proportion of male and female individuals. Pups were 

maintained together with its respective mother in individually ventilated cages with sawdust 

bedding in a 

weeks the pups were weaned and the males were selected and raised in groups of 3 rats. 

The animals were supplied with standardized pellet food and tap water ad libitum. All 

behavioral experiments took place between 9:00 and 17:00. The experimental procedures 

were performed in accordance with the NIH Guide for Care and Use of Laboratory Animals 

(NIH publication number 80-23 revised 1996) and approved by the Institutional Animal Care 

Committee of the Pontifical Catholic University. All efforts were made to minimize the number 

of animals and their suffering. The experimental design is depicted in Figure 1. 

2.2 Maternal Deprivation 

Male rat pups were exposed to one of the following rearing conditions from post-natal 

day 1 to 14: (1) handled (H), animals were exposed to a daily 15-min period in which the dam 
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was removed and the litter was weighed or (2) maternal deprived (MD), animals were 

exposed to the same conditions for a 180-min period of separation. During the separation 

period, male rat pups of each litter were maintained together in a plastic cage with standard 

bedding material in an adjacent room to its dams on an incubator at the temperature  of  

35ºC to avoid hypothermia (Levine, 1967; Francis et al., 2002; Pryce et al., 2003). 

2.3 Treatments 

When the animals reached the age of 3 months, both groups were divided in 4 other 

groups of treatments that received daily intraperitoneal injections of: (1) saline, (2) D-AMPH 

2.0 mg/Kg (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), (3) VPA 200 mg/Kg twice a day (Sanofi-Aventis, 

SP, Brazil), (4) a combination of D-AMPH 2 mg/Kg and VPA 200 mg/Kg twice a day for 7 

consecutive days. The doses of D-AMPH and VPA were selected on the basis of previous 

studies from our laboratories (Frey et al., 2006a, b, c, d, e, f; Correa et al., 2007; Valvassori  

et al., 2008; Walz et al., 2008; Andreazza et al., 2008; Streck et al., 2008; Zugno et al., 

2009).  

We assessed open-field behavior 2 h [Experiment I] and 7 days [Experiment II] after 

the last injection. Recognition memory was assessed 24 h after open-field exploration in both 

Experiments I and II in the same apparatus used to assess open-field behavior, in the same 

groups of animals. 

2.4 Open-field Behavior 

Open-field behavior was assessed 2 h [Experiment I] and 7 days [Experiment II] after 

the last injection in the same animals, as previously described (de Lima et al., 2005c, 2008a). 

The open field was a 40 X 45 X 60 cm arena surrounded by 50 cm high walls, made of 

plywood with a frontal glass wall. The floor of the arena was divided into 12 equal squares by 

black lines. Animals were placed in the rear left corner and left to explore the field freely for 5 

min. The number of line crossings and rearings were registered. 

2.5 Novel Object Recognition Task 

The novel object recognition task was performed as previously described (Schröder  

et al., 2003; de Lima et al., 2005a, b, 2007, 2008a, b).  Recognition memory was assessed 

24 h after open-field behavior evaluations in the same apparatus except that the arena floor 

was covered with sawdust during the recognition memory training and test trials. The open 

field exploration was thus used as a context habituation trial for the recognition memory task. 

On the first day, rats were given one training trial in which they were exposed to two identical 

objects: A1 and A2 (Duplo Lego toys). The objects were positioned in two adjacent corners, 
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9 cm from the walls. The rats were allowed to freely explore the objects until they had 

accumulated 30 s of total inspection time or for a maximum of 20 min. On the short-term 

memory (STM) testing trial (1.5 h after the training session), rats were allowed to explore the 

open field for 5 min in the presence of two objects: the familiar object A and a novel object B. 

On the long-term memory (LTM) testing trial (24 h after the training session), rats 

were allowed to explore the open field for 5 min in the presence of two objects: the familiar 

object A and a third novel object C. These were placed in the same locations as in the 

training session. All objects presented similar textures, colors, and sizes, but distinctive 

shapes. Between trials the objects were washed with 10% ethanol solution. In Experiment II 

animals were retrained and tested using a distinct set of objects (i.e., objects D, E and F) 

eight days after D-AMPH or saline treatments. Object exploration was measured using two 

stopwatches to record the time spent exploring the objects during the experimental sessions. 

Exploration was defined as follows: sniffing or touching the object with the nose. Sitting on 

the object was not considered as exploration. Animals that did not explore the objects during 

the training or retention testing sessions were excluded of the study. A recognition index 

calculated for each animal was expressed by the ratio TN/(TF+TN) [TF= time spent exploring 

the familiar object; TN= time spent exploring the novel object]. 

2.6 Statistical Analysis 

Results of open-field behavior were expressed as mean + S.E.M. Comparisons 

among groups were performed using one-way ANOVA followed by Tukey HSD post hoc 

tests. Results of recognition indexes were expressed as median (interquartile ranges). 

Comparisons among groups were performed using a Kruskal-Wallis analysis of variance and 

Mann-Whitney U-tests. Wilcoxon tests were performed in order to compare recognition 

indexes of the training and retention test sessions within each individual group. P values less 

than 0.05 were considered to indicate statistical significance. 

3. Results 

3.1 Open-field Behavior 

Results for open-field behavior are shown in Figure 2. In Experiment I (performed 2 h 

after the last injection), both H and MD animals that received D-AMPH in the adulthood 

showed an increased number of crossings (p = 0.015 and p = 0.004, respectively) and 

number of rearings (p = 0.023 and p = 0.044, respectively) when compared to H animals that 

received saline in the adulthood (Fig. 2A and B). The H and MD animals that received VPA 

showed no statistical differences in the number of crossings and rearings when compared to 

H and MD animals that received saline (p = 0.217 and p = 0.259, respectively for number of 
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crossings; p = 0.995 and p = 0.591, respectively for number of rearings) indicating that VPA 

treatment per se have not affected the motor and exploratory performance of those groups. 

In contrast, when H and MD animals received the combined treatment (D-AMPH plus VPA), 

VPA induced a reduction in the number of crossings and rearings when we compare those 

groups to H and MD animals that received D-AMPH only (p’s < 0.001 for comparisons to H 

treated with D-AMPH plus VPA; p’s < 0.001 for comparisons to MD treated with D-AMPH 

plus VPA regarding the number of crossings; p = 0.002 and p = 0.006, respectively for 

comparisons to H treated with D-AMPH plus VPA; p = 0.001 and p = 0.002, respectively for 

comparisons to MD treated with D-AMPH plus VPA regarding the number of rearings), 

showing that VPA was able to reverse D-AMPH-induced hyperlocomotion. 

In Experiment II (performed 7 days after the last injection), there were no statistically 

significant differences among all experimental groups regarding the parameters evaluated 

(Fig. 2C and D). 

3.2 Novel Object Recognition Task 

Results for recognition memory are shown in Figure 3. In Experiment I (performed 

24h after the last injection) (Fig. 3A), Kruskal-Wallis tests showed a significant difference 

among groups in exploratory preferences in the STM and LTM retention trials (df = 7, H = 

24.681, p = 0.001 for STM retention trial and df = 7, H = 43.172, p < 0.001 for LTM retention 

trial), but not in the training trial (df = 7, H = 3.189, p = 0.867). Further analyses with Mann-

Whitney U tests showed that H (p < 0.001) and MD (p < 0.001) animals treated with D-AMPH 

in the adulthood presented LTM impairments when compared with H animals that received 

saline. Interestingly, we found that the effects of D-AMPH were more pronounced in the MD 

group since they also presented STM impairments when compared to H animals that 

received saline (p = 0.015), and MD animals that received D-AMPH (p = 0.011). MD animals 

that received saline showed only LTM impairments when compared to H animals that 

received saline (p < 0.001). Both H groups that received VPA and the combined treatment of 

D-AMPH plus VPA presented LTM impairments when compared to H animals that received 

saline (both p’s = 0.001). However, the H group that received the combined treatment (VPA 

plus D-AMPH) presented higher recognition index in LTM retention test than the H group that 

received D-AMPH only (p = 0.001), indicating that the VPA treatment was able to reverse D-

AMPH-induced long-term memory impairment. A similar LTM impairment was observed in 

the MD groups that received VPA and the combined treatment (D-AMPH plus VPA) when 

compared to H animals that received saline (p = 0.010 and p < 0.001, respectively). It is 

important to note that VPA was not able to protect against the D-AMPH-induced cognitive 

impairment in the MD group that received the combined treatment, since this group 
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presented STM and LTM impairments when compared to H animals that received saline (p = 

0.001 and p < 0.0001, respectively), and STM impairment when compared to MD animals 

that received saline (p = 0.001). Additionally, there were no statistical differences between 

the MD group that received D-AMPH and the MD group that received the combined 

treatment in STM and LTM retention tests (p = 0.809 and p = 918, respectively). Kruskal-

Wallis tests revealed no differences among all groups regarding the latency to reach the 

criteria of 30 s of total time exploring the objects in the training trial (df = 7, H = 6.716, p = 

0.459, data not shown). 

To determine if these memory deficits persisted for more than a week after D-AMPH 

treatment, rats were retrained and tested 8 days after the last injection (Experiment II, Fig. 

3B). Kruskal-Wallis test showed a significant difference among groups in exploratory 

preferences in the STM and LTM retention trials (df = 7, H = 23.425, p = 0.001 for STM 

retention trial and df = 7, H = 37.601, p < 0.001 for LTM retention trial), but not in the training 

trial (df = 7, H = 5.776, p = 0.566). Further analyses with Mann-Whitney U tests showed that 

H and MD animals treated with D-AMPH in the adulthood still present STM and LTM 

impairments when compared to H animals that received saline (p < 0.001 for LTM in H 

group; p’s < 0.001 for STM and LTM in MD group). MD animals that received saline also 

preserved the LTM impairments when compared to H animals that received saline (p < 

0.001). H groups that received VPA and the combined treatment of D-AMPH plus VPA 

showed no statistically significant differences when compared to H animals that received 

saline. The same was not observed in MD groups that received VPA and the combined 

treatment of D-AMPH plus VPA when compared to H animals that received saline in the LTM 

retention test (both p’s = 0.001).  

Although results indicated that the LTM impairment persisted in the MD group that 

received the combined treatment when compared to H animals that received saline, the STM 

impairment was not seen anymore 8 days after the last injection (p = 0.630). Moreover, the 

MD group that received the combined treatment presented a better performance in the STM 

retention test when compared to MD animals that received D-AMPH (p < 0.001). Kruskal- 

Wallis tests revealed that there were no statistically significant differences among all groups 

regarding the latency to reach the criteria in the training trial (df = 7, H = 7.868, p = 0.344, 

data not shown). 

4. Discussion 

The present findings are in agreement with our previous results indicating that D- 

AMPH treatment induces locomotor hyperactivity (Frey et al., 2006a, b, c, d, e, f; Kauer-

Sant’Anna et al., 2007; Correa et al., 2007; Valvassori et al., 2008; Andreazza et al., 2008; 
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Streck et al., 2008; Zugno et al., 2009). Here, as in our previous study using this two-hit 

animal model (de Lima et al., submitted manuscript), we demonstrated that the hyperactivity 

is accompanied by severe memory impairments, which persist at least for 8 days after the 

last D-AMPH injection in both H and MD groups. More importantly, the present results 

indicate that the D-AMPH-induced cognitive dysfunction was more pronounced in the group 

that was exposed to an environmental risk factor, i.e. maternal deprivation, suggesting that 

the adverse experiences early in life may sensitize specific neurocircuits to subsequent 

stressors, producing synergistic effects in the group submitted to these two stressors. Here, 

for the first time, we showed that VPA was able to prevent hyperactivity and ameliorate 

recognition memory deficits induced by D-AMPH, but it was not effective (at least at the dose 

used) when the animals were exposed to both stressors: MD and D-AMPH. 

It is important to point out that, although VPA did not completely reverse the memory 

deficits induced by D-AMPH in H animals in Experiment I (performed 24 h after the last 

injection), the recognition indexes of these groups were higher than the H plus D-AMPH 

group. Moreover, in Experiment II (performed with the same animals 8 days after the last 

injection), the H groups that received VPA presented normal recognition index (i.e., they 

were not statistically different from H plus saline group), while the H plus D-AMPH group still 

presented memory deficits. Thus, it is reasonable to assume that VPA might be exerting 

acute detrimental effects on memory consolidation. In fact, reports have shown a range of 

mild to moderate cognitive impairments, including memory deficits, in patients taking VPA 

(Gualtieri and Johnson, 2006; Senturk et al., 2007; Holmes et al., 2008). However, to date it 

has not been established whether the cognitive impairments are related to the use of the 

VPA or to the psychiatric illnesses by itself. In the case of BD, reports have shown that 

individuals with BD exhibit changes in psychovegetative function, cognitive performance, and 

general health and well being (Zarate et al., 2000; Martinowich et al., 2009). It is important to 

consider that the training protocol used in the present study, in which animals are trained to 

meet the criterion of 30 seconds exploring objects, was chosen to overcome the possible 

motor and motivational/exploratory effects induced by the treatments. Comparison of the 

time required to reach criterion among groups was not statistically different, suggesting that 

the cognitive impairment found in the present study are probably related to memory 

formation/consolidation processes rather than acquisition.  

Moreover, when the H treated with D-AMPH plus VPA group was trained and tested 8 

days after the last injection [Experiment II], it presented recognition indexes similar to those 

seen in H plus saline group, suggesting that VPA was able to protect against the D-AMPH 

toxicity when administered concomitantly. Over the years, preclinical and clinical studies 

have shown that repeated exposure to amphetamine derivatives, such as methamphetamine 
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and 3,4-methylenedioxy-N-methamphetamine (MDMA), impair recognition memory as well 

as dopaminergic neural transmission (Schröder et al., 2003; Belcher et al., 2005, 2006; 2008; 

Herring et al., 2008; McCann et al., 2008a, b; Salo et al., 2009). In addition to a previous 

study performed by our research group with D-AMPH, only Bisagno et al. (2003) have 

reported that D-AMPH impairs short-term recognition memory tested seven days after drug 

treatment. Thus, we could hypothesize that, even if VPA can induce acute cognitive 

impairments, it can also exerts long-lasting neuroprotective effects when the individual is 

being exposed to a neurotoxic agent, such as D-AMPH. It has been demonstrated that VPA 

could exerts neuroprotective effects via distinct biochemical, molecular and epigenetic 

mechanisms in vitro and in vivo models of neurodegenerative diseases (Shao et al., 2005; 

Chen et al., 2007; Monti et al., 2009; Sgobio et al., 2010). According to our previous reports, 

VPA could be exerting neuroprotective effects against D-AMPH by increasing hipocampal 

BDNF, NGF and NT-3 levels (Frey et al., 2006a, f, Walz et al., 2008); by reversing citrate 

synthase activity inhibition (Correa et al., 2007); by preventing DNA damage (Andreazza et 

al., 2008); and by reversing Na+,K+-ATPase activity increasement (Zugno et al., 2009). 

Moreover, it has been recently shown that VPA can enhance memory processes by 

epigenetic mechanisms through its action as a histone deacetylase inhibitor (Bredy and 

Barad, 2008).  

In the present study, VPA was not able to restore recognition memory in MD animals 

in Experiments I and II (in which the animals had more severe memory deficits), indicating 

that the exposure to stress early in life have might have caused neurodevelopmental 

disturbances that could not be restored by VPA when they were exposed to a second 

stressor later in life. A number of preclinical reports in the literature have examined the 

relationship between exposure to early adverse life events and cognitive performance in 

adulthood (Bilbo et al., 2007; McPherson et al., 2007; Aisa et al., 2007, 2008, 2009a; Toth et 

al., 2008). It has been suggested that environmental factors along the neurodevelopmental 

trajectory could be influencing neurotrophins expression and learning and memory later in life 

(Pham et al., 1997; Choy et al., 2008; Gatt et al., 2009; Aisa et al., 2009b; Angelucci et al., 

2009). In a further study we intend to investigate the mRNA expression of neurotrophic 

factors and histone acetylation in key brain regions for learning and memory in this “two-hit” 

animal model of mania also investigating the VPA role on these molecular mechanisms. 

5. Conclusion 

In conclusion, the present results support the view that exposure to an environmental 

risk factor make the individuals more susceptible to adverse life events in adulthood, possibly 

having implications for the development of mood disorders, and extend our previous findings 
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by showing that D-AMPH treatment also induces cognitive deficits, which are exacerbated by 

exposure to MD. VPA administration ameliorated recognition memory deficits induced by D-

AMPH, but it was not effective when the animals were exposed to both stressors (MD and D-

AMPH). Further studies will be required to determine the mechanisms by which exposure to 

an environmental risk factor might act as a precipitator of mood disorders in the adulthood as 

well as the cognition impairment associated with these psychiatric illnesses. 
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Figure legends 

Figure 1. Experimental Design. Male rat pups were exposed to one of the following 

rearing conditions from days 1-14: (1) handling or (2) maternal deprivation. At the age of 3 

months, both groups were divided in 4 other groups of treatment that received daily 

intraperiotneal injections of: (1) saline, (2) D-amphetamine (D-AMPH) 2 mg/Kg, (3) valpróico 

acid (VPA) 200 mg/Kg twice a day, (4) a combination of D-AMPH 2 mg/Kg and VPA 200  

mg/Kg twice a day for 7 consecutive days. In Experiment I, open-field behavior was 

evaluated 2 h after the last injection and object recognition task was performed 24 h after the 

last injection. In Experiment II, open-field behavior was evaluated 7 days after the last 

injection and object recognition task was performed 8 days after the last injection. 

Figure 2. Effects of valproic acid on open-field behavior after exposure to maternal 

deprivation and D-amphetamine (D-AMPH) treatment. In Experiment I, the number of (A) 

crossings and (B) rearings were evaluated in an open-field apparatus 2 h after the injections. 

In Experiment II, the number of crossings (C) and number of rearings (D) were evaluated 7 

days after the last injections in the same animals. Data expressed as mean +S.E.M., N = 11-

13 per group. Differences between H plus Saline group from other groups are indicated as: 

*p < 0.05 and **p < 0.01; between H plus D-AMPH group from H plus D-AMPH plus VPA 

group as: ++p < 0.01; between MD plus D-AMPH group from MD plus D-AMPH plus VPA 

group as: ++p < 0.001. 

Figure 3. Effects of valproic acid on recognition memory after exposure to maternal 

deprivation and D-amphetamine (D-AMPH) treatment. Recognition memory was evaluated 

(A) 24 h and (B) 8 days after the last injections. Short-term memory (STM) retention test was 

performed 1.5 h and long-term memory (LTM) retention test 24 h after training. The 

proportion of the total exploration time that the animal spent investigating the novel object 

was the "Recognition Index" expressed by the ratio TN/(TF+TN), TF = time spent exploring 

the familiar object and TN = time spent exploring the novel object. Data expressed as median 

[interquartile ranges], N = 9-13 per group. Differences between H plus Saline group from 

other groups are indicated as: **p < 0.01; between MD plus Saline group from other groups 

as: ++p < 0.01; between H plus D-AMPH group from MD plus D-AMPH group as: ++p < 0.01. 
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