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RESUMO

O Transtorno Afetivo Bipolar (TAB) ¢ uma doenga cronica, altamente incapacitante e
associada a custo excessivo aos sistemas de satde. Atualmente, reconhece-se o papel
importante da Angiotensina Il em transtornos de ansiedade e humor. A desregulacao do
Sistema renina-angiotensina (SRA) cerebral pela ativagdo de receptores da angiotensina
IT subtipo 1 (ATI1Rs) estd associada a formacdo de espécies reativas de oxigénio,
ativacdo de vias pro-inflamatérias, redugcdo da neuroplasticidade e disfungdo
mitocondrial, estando esses eventos relacionados com a fisiopatologia do TAB. Assim,
objetivou-se avaliar a a¢do da candesartana (CDS) em um modelo animal de mania
induzido por d-anfetamina (AMPH). Utilizou-se camundongos Swiss machos (peso: 20-
25g) submetidos a dois protocolos de tratamento. No protocolo de prevencao (PP), os
animais receberam CDS (0,1; 0,3; 1 ou 3 mg/Kg/dia), litio (47,5 mg/Kg/dia) ou veiculo
por 14 dias e entre o 8° ¢ o 14° dia receberam AMPH (2 mg/Kg/dia i.p) ou salina. No
protocolo de reversao (PR), administrou-se AMPH ou salina por 14 dias e entre 0 8° e o
14° dia os animais foram tratados com CDS, litio ou veiculo. No 14° dia, os animais
foram submetidos aos testes comportamentais, campo aberto e Y Maze. Foram
realizadas andlises neuroquimicos para avaliar o estresse oxidativo (TBARS e GSH) no
vérmis cerebelar (VC), cortex pré-frontal (PF), hipocampo (HPC) e corpo estriado (CE).
Além disso, foram avaliados os niveis de BDNF, TNF-a e fosfo-Ser9-GSK-3f para as
doses de 0,3 e 1 mg/Kg de CDS. Os niveis de fosfo-Ser9-GSK-3 ¢ BDNF foram
avaliados apenas no HPC e os niveis de TNF-a no HPC ¢ VC. Em ambos os protocolos
de tratamento, observou-se aumento da atividade locomotora nos grupos que receberam
apenas AMPH, que foi prevenida e revertida pela CDS. Os resultados obtidos nos
animais tratados com CDS + AMPH foram semelhantes aos do grupo controle e dos
animais que receberam Litio + AMPH. No teste de Y maze, a CDS conseguiu prevenir e
reverter o prejuizo cognitivo causado pela AMPH e apenas as doses de CDS 0,1 no PP e
0,3 no PR ndo tiveram efeito, assim como o tratamento com litio em ambos o0s
protocolos. A CDS aumentou os niveis de GSH no HPC e VC no PP e no PF, HPC e CE
no PR. Os niveis de TBARS foram reduzidos pela CDS no PF, HPC ¢ VC no PP ¢ no
PF, HPC e CE no PR. Em ambos os protocolos de tratamento, a AMPH reduziu os
niveis hipocampais de BDNF e o litio e ambas as doses de CDS avaliadas restauraram
os niveis dessa neurotrofina. No PP, a AMPH e ambas as doses de CDS reduziram o
nivel de fosfo-Ser9-GSK-3 que foi expressivamente aumentado pelo litio. Os niveis de
TNF-o foram aumentados pela AMPH e reduzidos pelo litio no HPC e VC. Ambas as
doses de CDS avaliadas tiveram efeito na prevencao do aumento de TNF-a no HPC e
preveniram e reverteram esse aumento no VC. Juntos, os dados mostraram que a CDS,
semelhante ao Li, ¢ efetiva na prevengdo e reversdao de alteragdes comportamentais e
neuroquimicas induzidas pela AMPH, com excecao da fosfo-Ser9-GSK-3f, sugerindo
que estudos sejam desenvolvidos para avaliagdo da atividade antimaniaca desse farmaco
em pacientes bipolares, porém mais estudos pré-clinicos sao necessarios.

Palavras-chave: transtorno afetivo bipolar, d-anfetamina, mania, candensartana.



ABSTRACT

The Bipolar Disorder (BD) is a highly prevalent and chronic psychiatric disorder,
associated with functional disability and excessive cost to the health system. The
pharmacological therapy of BD displays low efficacy due the complex and poorly
understood etiology, which makes it imperative to find new therapeutic targets for this
disorder. The renin-angiotensin system (RAS) has been studied concerning neurological
diseases, and is currently recognized important role of angiotensin II in anxiety and
mood disorders. The deregulation of SRA brain is associated with the formation of
reactive oxygen species, activation of proinflammatory pathways, reduced
neuroplasticity and mitochondrial dysfunction. It is noteworthy that all these events are
related to the pathophysiology of BD. Thus, this study aimed to evaluate the effect of
candesartan (CDS) in an animal model of mania induced by d-amphetamine (AMPH).
The animals were submitted to two treatment protocols. In prevention protocol, animals
received CDS (0.1; 0.3; 1 or 3 mg/kg/day), lithium (47.5 mg/kg/day) or vehicle for 14
days and between the 8th and 14th day received AMPH (2 mg/kg/day ip) or saline. In
reversal protocol, was administered AMPH or saline for 14 days and between the 8th
and 14th day the animals were treated with CDS, lithium or vehicle. The effect of CDS
was evaluated on 14th day by exploratory behavior of animals in the open field test used
for pre-clinical study of antimanic drugs. The working memory was also evaluated by Y
Maze test. Neurochemical analisis of oxidative stress (TBARS and GSH), was assessed
in cerebellar vérmix (CV), prefrontal cortex (PF), hippocampus (HPC) and striatum
(ST). For evaluate the levels of BDNF, TNF-a e fosfo-Ser9-GSK-3B,we used CDS 0,3
and CDS 1. BDNF and fosfo-Ser9-GSK-33 was assessed only in HPC and TNF-a in
HPC and CV. In both treatment protocols, there was an increase in locomotor activity in
the animals that received only AMPH, which was prevented and reversed by CDS,
whose results were similar to the control group and the animals that received AMPH
and lithium. In the memory test, the CDS prevented and reversed the cognitive
impairment caused by AMPH and only the CDS doses of 0.1 in prevention protocol and
0.3 in reversal protocol were not successful. Lithium treatment neither prevented nor
reversed the cognitive impairment. The CDS increased GSH levels in HPC and CV in
the prevention protocol and in PF, HPC and ST in the reversal protocol. The TBARS
levels were reduced by CDS in PF, HPC and CV in the prevention protocol and in PF,
HPC and ST in the reversal protocol. However, MDA level was increased by higher
dose of CDS in ST in prevention protocol and by the two lower doses of CDS in CV in
reversal protocol. In both treatment protocols, AMPH reduced BDNF and lithium and
both doses of CDS restored the levels of this neurotrophin. In the prevention protocol,
AMPH and both doses of CDS reduced the level of phospho-Ser9-GSK-3f that was
significantly increased by lithium. The levels of TNF-a were increased by AMPH and
reduced by lithium in HPC and VC. CDS prevented the increase of TNF-a in HPC and
prevented and reversed this increase in CV. Our findings showed that CDS, similarly to
Li, is effective in reversing and preventing AMPH-induced behavioral and
neurochemical alterations, providing a rationale for evaluating CDS as a novel
antimanic agent, however new pre-clinical studies are necessary.

Key-words: bipolar disorder, mania, d-amphetamine, candesartan.
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1 INTRODUCAO

1.1 Transtorno Afetivo Bipolar

O Transtorno Afetivo Bipolar (TAB) ¢ um transtorno mental cronico,
prevalente, potencialmente grave e com curso clinico complexo, caracterizado pelo
aparecimento de episddios de mania ou hipomania alternados com episddios de
depressio (MULLER-OERLINGHAUSEN et al., 2002). A prevaléncia ¢ de 2-7 % da
populagdo, dependendo da amostra e critério utilizados (FRIEDMAN et al., 2006).
Além disso, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classificou esse transtorno como a
sétima entre as doengas debilitantes no ano de 2000 (MORSELLI et al., 2004). No
sistema de saude privado da Inglaterra, o TAB ¢, atualmente, o problema mental mais
oneroso quando comparado com outros transtornos mentais (WU et al., 2013).

Kraepelin forneceu os limites do que atualmente se considera o espectro bipolar,
ao dicotomizar as psicoses endogenas em “dementia praecox” e “psicose maniaco-
depressiva”. Em 1913, na oitava edi¢do de seu tratado, Kraepelin colocou virtualmente
todas as formas de melancolia pertencendo a “doenga maniaco-depressiva”. O
reconhecimento dos estados mistos foi uma importante contribuicdo para embasar a
ligacdo das duas fases da doenca. Entretanto, o conceito unitario kraepeliniano foi
desafiado, sendo sua ideologia aceita até 1966, quando foram publicados os trabalhos de
Angst e Perris, independentemente, apoiando a diferenciacdo entre transtornos
unipolares e bipolares. Em 1980, o termo desordem bipolar foi adotada pelo Manual
Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM) para substituir o termo psicose
maniaco-depressiva (CAMPOS et al., 2010).

O DSM-1V (4% edicao) contém quatro principais subtipos do Transtorno Bipolar:
Transtorno Bipolar tipo I (episodios depressivos e pelo menos um episddio de mania);
Transtorno bipolar tipo II (varios episddios prolongados de depressdo e, pelo menos, um
episodio de hipomania, mas sem episédios maniacos); ciclotimia (muitos periodos de
hipomania e sintomas depressivos, em que os sintomas depressivos ndo atendem aos
critérios para episodios depressivos) a transtorno bipolar ndo especificado (Figura 1)

(PHILLIPS & KUPFER, 2013).
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Bipolar TipoI

m

Bipolar TipoIl

Hatado de Humor

Unipolar

Tempo

Figura 1 — Mudancas de humor ao longo do tempo no transtorno bipolar I, transtorno
bipolar II e depressdo unipolar. (PHILLIPS & KUPFER, 2013)
M = Mania; m = Hipomania; D = Depressao

Os episddios de mania cursam com sintomas de humor irritdvel, ativagdo
psicomotora, redu¢do da necessidade de sono, envolvimento excessivo com
comportamentos potencialmente problematicos (EL-MALLAKH et al., 2003), além de
hipersexualidade, fuga de ideias, hiperatividade e comportamentos compulsivos
(YOUNG et al., 2007), gerando impacto significativo na qualidade vida dos pacientes,
além de grande carga para familia e sociedade em geral (CUNHA et al., 2008). Além
disso, o déficit cognitivo no TAB tem sido o foco de intensa investigagao e estudos t€m
sugerido baixa funcionalidade e incapacidade nos pacientes bipolares, mesmo quando
estdo em remissdo clinica (DODD et al.,, 2013; BERK et al., 2011; SANCHEZ-
MORENO et al., 2009)

O TAB ¢ associado, ainda, com altas taxas de morbidade e mortalidade devido
as comorbidades clinicas gerais, particularmente as doencas cardiovasculares, além da
obesidade, hipertensdo, dislipidemia e diabetes mellitus (MCINTYRE et al., 2007;
GOMES et al., 2013) além do alto indice de suicidio, podendo chegar a mais de 15% da
amostra avaliada (CIULLA et al., 2013; ANTYPA et al., 2013).

Atualmente, a terapia farmacolégica do TAB baseia-se nos agentes
estabilizadores de humor como litio, valproato, carbamazepina e mais recentemente em
agentes anticonvulsivantes como a lamotrigina (BOURIN & PRICA, 2007). O litio e
valproato sdo considerados agentes de primeira linha para tratamento do TAB, sendo

utilizados ndo apenas nos casos agudos de mania, mas como profilaticos para os
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episodios maniacos e depressivos, além de reduzir o risco de suicidio (WU et al., 2013;
CHIU et al., 2013). Ainda depois de 50 anos, o litio ¢ um tratamento extremamente
importante para esse transtorno. Nas ultimas décadas, o conhecimento sobre os
mecanismos subjacentes a seus efeitos terapéuticos tem aumentado, destacando-se seu
papel na estabilizacdo das atividades neuronais e na promocao da neuroplasticidade e
neuroprote¢do (CHIU et al., 2013), além da reducdo de estresse oxidativo demonstrada
em modelos animais de mania (MACEDO et al., 2012).

Entretanto, observa-se baixa resposta dos pacientes a terapia farmacoldgica.
Cerca de 40-50% dos pacientes bipolares apresentam recaidas em um prazo de dois
anos de tratamento com litio. Os efeitos colaterais desse farmaco prejudicam a adesdo
dos pacientes ao tratamento e ¢é necessario um acompanhamento com exames
laboratoriais devido ao risco de toxicidade, o que limita o uso desse farmaco,
principalmente nos casos graves de mania. Os efeitos colaterais mais frequentes, que
acometem mais de 10% dos pacientes sdo diarreia, polilria, tremor e ganho de peso

(LICHT et al., 2012).

1.1.1 Etiologia e Fisiopatologia

Apesar dos esforcos, a fisiopatologia do TAB ainda permanece elusiva.
Entretanto, evidéncias crescentes sugerem uma interagao complexa entre suscetibilidade
genética, estressores ambientais e alteragdes de mecanismos bioquimicos, havendo
participagdo,  principalmente, @ de  mecanismos  prd-oxidantes,  alteracdes
neuroinflamatdrias e na neuroplasticidade. Estudos destacam, ainda, a presenca de
toxicidade sistémica como uma dimensao integrante da fisiopatologia desse transtorno,
possivelmente ligando o TAB a algumas comorbidades, principalmente

cardiovasculares (BERK et al. 2011; PFAFFENSELLER et al., 2013).

1.1.1.1 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo ¢ um processo que ocorre quando h4d um desequilibrio entre
as defesas antioxidantes e a produ¢do de radicais livres no organismo. O estresse
oxidativo vem sendo avaliado em uma série de doencgas, incluindo transtornos

neuropsiquiatricos ¢ tem sido mostrado a sua participacdo na fisiopatologia desses
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transtornos (HAMALI et al., 2006; JUNG et al., 2007; BERCK et al., 2011; LIU et al.,
2012).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo pequenos metabolitos moleculares
do oxigénio que participam de reagdes redox através de sua alta reatividade. A geragao
de radicais livres ¢ resultante do metabolismo de oxigénio, sendo a mitocondria, por
meio da cadeia transportadora de elétrons, sua principal fonte geradora. Muitas dessas
espécies sdo geradas em baixos niveis durante condi¢des fisioldgicas normais, em
resposta a estimulos internos e externos (BARBOSA et al., 2010; BERRA et al., 2006).

Por outro lado, o organismo humano se dispde de mecanismos antioxidantes
com o objetivo de equilibrar a producao desses radicais. Um dos principais mecanismos
antioxidantes enddgenos ¢ a enzima superoxido dismutase (SOD), que catalisa o O,
(oxigénio) em H,0, (peroxido de hidrogénio). Também relacionadas ao metabolismo de
H,0, encontram-se a Catalase e a Glutationa peroxidase (GPx), juntamente com a
glutationa reduzida (GSH) (LAMBETH et al., 2008). Durante os processos metabdlicos,
os radicais atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons em vérias reagdes
bioquimicas. Sua produ¢do, em propor¢des adequadas, possibilita a geracdo de ATP
(energia), por meio da cadeia transportadora de elétrons, fertilizacdo do 6vulo, ativagao
de genes e participagdo de mecanismos de defesa durante o processo de infecgdo.
Entretanto, o desequilibrio entre a geragdo de compostos oxidantes e a atuagcdo dos
sistemas de defesa antioxidante caracteriza o processo de estresse oxidativo que,
potencialmente, leva ao dano celular. Ou seja, a diminui¢cdo dos agentes antioxidantes
ou um aumento da produgdo de pro-oxidantes resulta em um estado de estresse
oxidativo, o que causa danos a macromoléculas celulares, tais como lipidos, proteinas
(receptores e enzimas), carboidratos ¢ DNA (BARBOSA et al., 2010; MATES &
SANCHEZ-JIMENEZ, 1999).

O SNC ¢ particularmente vulnerdvel a danos oxidativos, devido ao elevado
consumo de oxigénio e, portanto, a geracdo de EROs, e também devido a capacidade
antioxidante relativamente baixa desta estrutura. Além disso, o cérebro contém niveis
elevados de ferro que podem estar associados com injarias causadas por esses radicais.
O aumento dos niveis de oxidagdo neuronal pode ter efeitos deletérios sobre a
transducdo de sinal, plasticidade e resiliéncia celular (OLMEZ & OZYURT, 2012;
KHAIROVA etal., 2012).

A GSH ¢ o principal antioxidante nao protéico intracelular e regulador redox,

agindo como co-fator da enzima GPx (Figura 2). Oxidantes, como H,O, e outros
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peroxidos que sdo gerados durante o metabolismo aerdbico sdo reduzidos através do
ciclo redox, que ¢ catalisado pela GPx e glutationa redutase (GR). A enzima GPx reduz
perdxidos produzindo 4dgua e a forma oxidada da GSH [glutationa dissulfeto (GSSG)].
Para completar o ciclo, a enzima GR reduz a molécula de GSSG a sua forma reduzida
em uma reac¢ao de oxida¢do da molécula de fosfato de dinucledtido de nicotinamida
adenina (NADPH) (KULAK et al., 2013). Esse composto ¢ importante para a protecdo
celular contra danos por oxidagdo causados por EROs, espécies reativas de nitrogénio e
para a neutralizacdo de toxinas e metabdlitos reativos. Além disso, a GSH ¢
indispensavel para a manutencdo do estado redox de tiol, o qual modula processos
redox-sensiveis, tais como a regulacdo do ciclo celular e diferenciagdo celular, a
ativacdo de receptores, transducdo de sinal e a ligacdo de fatores de transcri¢do para o
DNA. O déficit de GSH pode resultar em estresse oxidativo e, subsequentemente,
alteracdo de processos biologicos, resultando em anormalidades no desenvolvimento e

funcao cerebral (KULAK et al., 2013).
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Figura 2 — Ciclo redox da molécula de glutationa. Interconversdo de glutationa nas suas
formas reduzida e oxidada pela acdo das enzimas glutationa peroxidase e glutationa redutase
(ROVER JUNIOR et al., 2001).
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A geragdao de EROs resulta em ataque nao somente sobre o DNA, mas também
sobre outros componentes celulares. A reacdo de EROs com 4cidos graxos
polinsaturados presentes nas membranas celulares e lipoproteinas iniciam um processo
em cadeia conhecido como peroxidacao lipidica. Esse processo leva a formagao de
radicais Le, LOs e LOOe, levando a destruicdo da estrutura lipidica, faléncia dos
mecanismos de troca de metabodlitos e, numa condicdo extrema, a morte celular. A
peroxidagdo lipidica das nas membranas levam a alteragdoes da permeabilidade celular,
levando a disfun¢do do fluxo i6nico e o fluxo de outras substancias, o que resulta na
perda da seletividade para entrada e/ou saida de nutrientes e substancias toxicas a célula,
até alteragdes do DNA. (LIMA & ABDALA, 2001).

O processo de peroxidacdo lipidica pode ser avaliado e utilizado como um
indicador do estresse oxidativo celular (Figura 3). A partir dele sdo formados produtos
secundarios como alcanos, aldeidos e isoprostanos, sendo esses utilizados para avaliar o
grau de oxidagcdo do material biologico. Dentre os marcadores bioldgicos mais
utilizados, encontra-se o malonaldeido, pertencente a classe de espécies reativas ao

acido tiobarbitarico (TBARS) (DEVASAGAY AM et al., 2003).
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Figura 3 - Principais reacdes ocorridas durante o processo de peroxidacao lipidica. Os
radicais livres, ao reagirem com acidos graxos presentes nas membranas celulares, levam a
formagdo de subprodutos que podem ser quantificados através de analieses bioquimicas (LIMA
& ABDALA; 2001)
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Uma série de estudos clinicos tem demonstrado a presenca de alteracdes
sistémicas em diversos pardmetros de estresse oxidativo e enzimas antioxidantes em
pacientes com TAB. Nesse contexto, Andreazza e colaboradores (2007) relataram que a
atividade da SOD esta aumentada durante as fases de mania e de depressao, mas nao na
eutimia. Além disso, esses autores observaram que os niveis séricos de TBARS estavam
aumentados nesses pacientes, independentemente da fase. Mais tarde, esses dados foram
confirmados pelo estudo de Kunz e colaboradores (2008) que também relataram
aumento da atividade da SOD nas fases agudas do TAB, mas nao durante a eutimia.
Entretanto, nesse estudo os niveis de TBARS se mostraram ainda mais aumentados na
fase aguda de mania. Um estudo postmortem realizado recentemente mostrou, ainda,
que o nivel pré-frontal de GSH estava reduzido em pacientes com esquizofrenia, TAB e
depressao quando comparado com controles saudaveis (GAWRYLUK et al., 2011).

Evidéncias pré-clinicas também tém demonstrado o envolvimento do estresse
oxidativo em modelos animais de mania e depressdo. Por exemplo, animais knockout
para sintese de GSH, apresentando insuficiéncia na produc¢ao desse composto, exibiram
hiperlocomogao no teste de campo aberto e foi proposto como modelo animal de mania
e esquizofrenia (KULAK et al., 2012). Frey e colaboradores (2006¢) propuseram um
modelo animal de mania induzido por AMPH e mostraram o envolvimento do estresse
oxidativo nesses animais. Nesse estudo, os animais foram tratados com litio e valproato
e ambos os farmacos reverteram e preveniram o aumento da peroxidacao lipidica
induzida pela AMPH. Em outro estudo realizado recentemente com o mesmo modelo
animal foi verificado, ainda, alteragdes em outros pardmetros de estresse oxidativo,
como redugdo de GSH e SOD. Da mesma forma, o litio teve efeito positivo na
prevengio e reversdo dessas alteragdes (MACEDO et al., 2012).

Adicionalmente, estudos clinicos e pré-clinicos tém sugerido um beneficio de
compostos antioxidantes como adjuvantes no tratamento do TAB. A N-acetilcisteina,
por exemplo, tem se mostrado segura em ensaios clinicos randomizados como
adjuvante de estabilizadores de humor. Os dados pré-clinicos também sugerem efeitos
antimaniacos e antidepressivos de compostos antioxidantes, refor¢cando a ideia da forte
participagdo do estresse oxidativo na fisiopatologia do TAB (MAGALHAES et al.,
2011; MACEDO et al., 2012; MANOSSO et al., 2013).
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1.1.1.2 Neuroplasticidade

Mudangas na neuroplasticidade, em nivel tanto celular quanto molecular geram
mudangas nos circuitos neuronais a nivel sistémico (HAYLEY & LITTELJOHN,
2013). O fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) participa de uma variedade de
processos durante o desenvolvimento neural de animais e seres humanos. Inicialmente,
essa neurotrofina ¢ importante para a neurogénese, diferenciagdo e sobrevivéncia
neuronal e ¢ altamente expressa em areas do cérebro que sdo conhecidas por regular
comportamentos cognitivo ¢ emocional, como o hipocampo e amigdala. No adulto, o
BDNF ¢ importante ndo s6 para a plasticidade sindptica e crescimento dendritico, mas
também para consolidagdo da memoria de longo prazo (STRAKOWSKI et al., 2005;
POST, 2007). Juntamente com outros fatores bioldgicos, tais como neurotransmissores,
hormonios e outras neurotrofinas, o BDNF orquestra mecanismos de plasticidade e
sobrevivéncia neuronal (GRANDE et al., 2010).

Existe um crescente corpo de evidéncias indicando que o BDNF desempenha um
papel importante na fisiopatologia do TAB. Entretanto, alguns dados parecem
conflitantes no que concerne aos niveis séricos dessa neurotrofina nos pacientes com
TAB. A maioria dos estudos mostra que, nos episddios agudos da doenga,
principalmente na mania, mas também na depressdo, ocorre reducdo dos niveis séricos
de BDNF (CUNHA et al., 2006; MACKIN et al., 2007; KAUER-SANT'ANNA et al.,
2009). Além disso, um estudo de meta-analise mostrou que os niveis de BDNF
diminuem durante os episoddios agudos e que essa neurotrofina estd negativamente
correlacionada com a gravidade dos sintomas de humor (FERNANDES et al., 2011).
Entretanto, Barbosa e colaboradores (2013) verificaram, recentemente, um aumento dos
niveis de BDNF em pacientes com longo periodo de diagnostico do TAB. Segundo os
autores, esse resultado conflitante pode ser reflexo da reagdo do organismo ao dano
cerebral nos estagios precoces da doenga ou em resposta a terapia com estabilizadores
de humor, como o litio e valproato (BARBOSA et al., 2013).

Nos modelos animais de mania também sdo observadas alteragdes nos niveis
dessa neurotrofina. Verifica-se a reducdo do BDNF em dareas cerebrais como
hipocampo, amigdala e cortex cerebral e essa redugdo ¢ revertida e/ou prevenida por
estabilizadores de humor, como litio e valproato (FUKUMOTO et al., 2001; FREY et
al., 2006a; JORNADA et al., 2010; MACEDO et al., 2012).
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Acredita-se que essa neurotrofina possa mediar efeitos do estresse psicossocial
do TAB e a disfun¢do cognitiva comumente relacionada a episoddios afetivos repetidos
(BERK et al., 2011; GRANDE et al., 2010) e, além disso, evidéncias recentes sugerem
que o BDNF pode ser um potencial biomarcador para esse transtorno
(PFAFFENSELLER et al., 2013).

A glicogénio sintase quinase-3f3 (GSK-3) ¢ uma proteina quinase originalmente
identificada e nomeada devido a sua habilidade de fosforilar e inativar a enzima
metabolica glicogénio sintase (EMBI et al., 1980). Posteriormente, a GSK-3p foi
identificada como uma enzima capaz de modular diversos aspectos da fungio neural. E
considerada elemento essencial da via Wnt/B-catenina, via envolvida no controle da
expressdo génica, no comportamento, adesdo e polaridade celular, além de ter papel
importante no desenvolvimento neuropsicomotor e regulagdo da polaridade,
plasticidade e sobrevivéncia neuronal (GRIMES & JOPE, 2001).

A GSK-3B ¢ constitutivamente ativa e regula a atividade de muitos alvos,
incluindo fatores de transcri¢do, enzimas e proteinas do citoesqueleto, sendo
considerada reguladora primaria de uma variedade de processos celulares, incluindo a
diferenciagdo, crescimento, motilidade e apoptose. O aumento da atividade dessa
proteina aumenta o processo apoptotico em células neuronais, enquanto sua inibicao
gera efeitos neuroprotetores (BENEDETTI et al., 2013). Ela é abundantemente expressa
em diversas areas cerebrais, incluindo hipocampo, cortex cerebral e corpo estriado,
regides envolvidas na regulacdo do humor (YAO et al. 2002). De fato, estudos
comportamentais em roedores sugerem que a GSK-3B ¢ uma proteina que regula
diversos comportamentos relacionados ao humor, sendo seu estado de
fosforilagao/atividade considerado mecanismo importante para a acdo da serotonina (5-
HT) e dopamina (DA), influenciando o comportamento (BEAULIEU et al., 2008).

Atualmente, reconhece-se que a GSK-3p ¢ um dos mediadores envolvidos no
complexo mecanismo de agdo do litio como estabilizador de humor. De fato, foi
verificado comportamento tipo-mania em camundongos transgénicos que apresentavam
superexpressao dessa proteina, sendo observado, nesses animais, hiperlocomogdo e
redugdo do tempo de imobilidade no teste de nado for¢ado (PRICKAERTS et al., 2006).
O litio leva a inibi¢do dessa proteina diretamente, por competir com 0 magnésio e,
indiretamente, por induzir varias quinases e fosfatases, controlando a fosforilagdo da
GSK-3B serina (9), mantendo-a inativa. Estes mecanismos indicam um papel

fundamental nos efeitos neuroprotetores do litio e pode ser parte essencial do
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mecanismo de sua agdo terap€utica no TAB, corrigindo uma possivel diminui¢do da
plasticidade e resiliéncia celular (BENEDETTI et al., 2013). Outra explica¢do para a
relevancia dessa proteina na estabilizacdo do humor deve-se a sua relacdo com o BDNF.
Essa neurotrofina ativa a proteina serina/treonina quinase (Akt), mediador que fosforila

a serina (9) N-terminal da GSK, resultando na sua inativa¢ao (MAI et al., 2002).

1.1.1.3 Neuroinflamagdo

Durante um longo periodo, o cérebro foi considerado como um 6rgao isolado do
resto do corpo e sem contato com as células e os mediadores inflamatdrios, estando
protegido pela barreira hematoencefalica (GOSSELIN & RIVEST, 2007). Entretanto, os
resultados de diversos estudos recentes demonstraram que o sistema nervoso central
(SNC), nao s6 ¢ capaz de gerar processos imunes, mas, reciprocamente, pode ser
influenciado por eles (SCHIEPERS et al., 2005; MARQUES et al., 2007). Uma série de
evidéncias aponta para o papel de mediadores inflamatorios e a desregulagdo imune na
patogénese de transtornos neuropsiquiatricos, tais como esquizofrenia (NA et al., 2012),
depressao (KRISHNADAS & CAVANAGH, 2012) e Doenca de Alzheimer
(OBULESU & JHANSILAKSHMI, 2013). Mais recentemente, evidéncias cientificas
recentes passaram a sugerir que a inflamacao e as alteracdes na resposta imune exercem
importante papel também na patogenia do TAB (REGE & HODGKINSON, 2013) o
que, possivelmente, liga esse transtorno ao risco aumentado de desenvolver
comorbidades médicas, incluindo doencas cardiovasculares, sindrome metabodlica e
diabetes (PFAFFENSELLER et al., 2013).

As citocinas sdo proteinas secretadas pelas células imunes em resposta a uma
variedade de estimulos nocivos. Esses mediadores inflamatorios funcionam como
coordenadores importantes da resposta imune inata e adaptativa e sdo capazes de regular
varias fungdes celulares tais como a proliferacdo, sobrevivéncia e maturacdo
(BRIETZKE & KAPCZINSKI, 2008). O aumento de citocinas pro-inflamatérias nos
pacientes com TAB ja estd bem documentado e apontam para um aumento dos niveis
periféricos de IL-6 ¢ TNF-a durante episodios depressivos e de 1L-2, IL-4, IL-6, IL-8 e
TNF-o na mania, quando comparado com pacientes eutimicos e controles saudaveis.
(BRIETZKE & KAPCZINSKI, 2008; KAUER-SANT'ANNA et al., 2009; BRIETZKE
et al., 2011; PFAFFENSELLER et al., 2013). Apesar de benéficas em condigdes

fisiologicas, a ativagdo excessiva e/ou prolongada das citocinas pode levar a diminuigdo
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do suporte neurotréfico, reducdo da neurogénese, além do aumento da ativagdo
glutamatérgica, do estresse oxidativo e indug¢do de apoptose em tipos celulares
importantes (por exemplo, astrocitos e oligodendrocitos) (Figura 4) (TILLEUX &
HERMANS, 2007; KOO & DUMAN, 2008).
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Figura 4 — Vias envolvidas na sinalizacdo das citocinas. A ativagcdo de receptores para
citocinas por citocinas pro-inflamatorias pode levar a diminui¢do do suporte neurotrofico,
reducdo da neurogénese, aumento da ativacdo glutamatérgica, do estresse oxidativo e de
processos apoptoticos (BRIETZKE et al., 2011).

Evidéncias mostram que ocorre um aumento nos niveis séricos do fator de
necrose tumoral (TNF-a) durante episddios maniacos e depressivos, especialmente na
mania (KIM et al., 2007). Brietzke e Kapczinski (2008) sugerem que principalmente o
TNF-o pode desempenhar um papel fundamental no processo de disfungdo imune do
TAB, por essa citocina regular processos apoptoticos que podem, por sua vez, estar
relacionados com a perda neuronal e glial observada nesse transtorno.

A Proteina C Reativa (PCR), um indicador extremamente sensivel para
inflamacdo, ¢ considerada um marcador inflamatério validado em patologias em que o
sistema imunologico estd envolvido, além de ser usada como preditor de risco
cardiovascular (SUGANO et al., 2005). Cunha e colaboradores (2008), ao avaliarem as
alteracdes dessa proteina nas diferentes fases do TAB, encontraram niveis aumentados

de PCR nos pacientes que se encontravam na fase de mania quando comparados aos
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pacientes na fase depressiva, eutimicos e controles saudaveis, mais uma vez sugerindo o
envolvimento do sistema imunolédgico na fisiopatologia do TAB.

As quimiocinas, ou citocinas quimiotdticas, sdo pequenas proteinas,
classicamente definidas pela capacidade de dirigir os leucécitos circulantes para sitios
de inflamagao ou lesdo. Um estudo recente mostrou alteracdo nos niveis séricos de
quimiocinas, incluindo aumento de CCL11 e CXCL10 e reducdo de CXCL8 em
pacientes bipolares em diferentes estados de humor quando comparado a controles
saudaveis (BARBOSA et al., 2013). Os estudos relacionados com o aumento de
quimiocinas em pacientes com TAB ainda sdo restritos, porém, esse novo achado
reforca a visao de que o TAB esta associado a uma disfun¢ao imunolégica (BRIETZKE
et al., 2009; BARBOSA et al., 2013).

E notavel a existéncia de crescentes e fortes evidéncias apoiando a participacio
de mecanismos inflamatorios no TAB o que abre novos caminhos para a investigagao

do uso de medicamentos imunomoduladores para o tratamento desse transtorno.

1.1.1.4 Disfun¢do mitocondrial

Nos ultimos anos, a idéia de que a disfun¢do mitocondrial desempenha papel
importante no TAB tem se tornado cada vez mais fundamentada. As alteragdes na forma
e distribuicdo das mitocondrias podem ser uma das causas subjacentes para a disfungao
energética no TAB, como mostrado no cortex pré-frontal do cérebro post-mortem e nas
células periféricas de pacientes com TAB (CATALDO et al., 2010). O papel da
disfuncdo mitocondrial nesse transtorno ¢ ainda mais respaldada a partir de estudos que
mostraram que os estabilizadores de humor e antidepressivos podem melhorar a fungao
mitocondrial de pacientes bipolares (VALVASSORI et al., 2010; MANJI et al., 2012).

O prejuizo da fungdo mitocondrial pode levar a alteragdes em processos
celulares importantes, pois ela ¢ a intersecdo de varias vias que regulam a plasticidade
sindptica e a resiliéncia celular, como a regulagdo do calcio intracelular, da produgdo de
ATP e EROs e regulacao de vias anti e pro-apoptoéticas. Alteragdes nessas vias podem
contribui para as mudangas atroficas que estdo subjacentes a deterioracdo de longa
duracdo no curso de doengas como o TAB (MANJI et al., 2012).

Estudos sugerem que a disfuncdo mitocondrial em pacientes com TAB sdo
induzidas e estimuladas pelo estresse cronico e, como consequéncia, essa disfuncao leva

a um prejuizo da capacidade de resisténcia celular aos estimulos ambientais e, em
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ultima andlise, a ativagdo de caspases e ocorréncia de apoptose. Essas células mortas
podem acabar liberando moléculas imunoestimulatorias e, portanto, induzindo
alteracdes nos marcadores inflamatorios. Estas alteragdes podem ser, entdo,
responsaveis pelos efeitos nocivos sobre as células periféricas, podendo induzir
apoptose e completando um ciclo vicioso de toxicidade periférica e reduzida capacidade

de resisténcia celular (PFAFFENSELLER et al., 2013).

1.2 Neuroprogressiao do TAB

O termo “neuroprogressao” ¢ utilizado para definir a reorganizag¢do patoldgica
do sistema nervoso central (SNC) ao longo do curso de graves transtornos mentais
(BERK et al., 2011). Muitos individuos com depressao maior, esquizofrenia ¢ TAB
demonstram caracteristicas da doenga que sdo consistentes com a neuroprogressao.
Estas caracteristicas incluem mudancgas estruturais progressivas no cérebro, como
redu¢do do volume cerebral, declinios cognitivos e funcionais, baixa resposta ao
tratamento e crescente vulnerabilidade a recaida com a cronicidade da doenga (DODD
etal., 2013).

No TAB, acredita-se que os mecanismos moleculares subjacentes ao processo de
neuroprogressdo ¢ mediado, pelo menos parcialmente, por processo inflamatorio,
estresse oxidativo, apoptose, disfuncdo mitocondrial, alteracdes no eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal, na neuroplasticidade, neurotransmissao e neurogénese (KAPCZINSKI
et al., 2008; BERK et al., 2013; DODD et al., 2013).

Reconhece-se que a maioria dos pacientes com TAB apresentam
comprometimento cognitivo, mesmo durante periodos de remissao dos episddios
maniacos e depressivos. O déficit cognitivo e os sintomas de alteracao do humor sao os
mais importantes contribuintes para o declinio funcional e incapacidade observados nos
pacientes com esse transtorno (SANCHEZ-MORENO et al., 2009). A neuroprogressao
e o estadiamento desse transtorno podem ter importantes implicacdes clinicas, ja que as
fases precoce e tardia da doenga parecem apresentar diferentes caracteristicas biologicas
e, portanto, podem exigir diferentes estratégias de tratamento (KAPCZINSKI et al.,
2009).

Esse prejuizo cognitivo dos pacientes com TAB estd associado a uma
deterioragdo na qualidade de vida e a um pior progndstico da patologia. O litio,

estabilizador de humor que apresenta melhores resultados terapéuticos, ndo parece
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auxiliar nesse declinio cognitivo apresentado pelos pacientes (MORA et al., 2013).
Diante dessas evidéncias, estudos recentes tém sugerido diversas abordagens
terapéuticas, a maioria ainda ndo confirmada em estudos pré-clinicos, com o objetivo de
tentar reduzir a deficiéncia associada a progressao da doenca, principalmente referente
ao prejuizo cognitivo apresentado por grande parte dos pacientes (DODD et al., 2013;
BERK et al., 2011).

1.3 Sistema Renina-Angiotensina

O sistema renina-angiotensina (SRA) ¢ responsavel por preservar o volume de
fluido do organismo durante periodos de restrigdo de sal na dieta e também evitar a
ocorréncia de eventos isquémicos durante a perda aguda de volume, além de induzir
vasoconstricao e ativagdo simpatica (RUILOPE et al., 2005). A renina, sintetizada nas
células justaglomerulares do rim, cliva o angiotensinogénio, um peptideo inativo, em
angiotensina I. Esta ultima ¢ convertida em Angiotensina II (Ang II) pela enzima
conversora da angiotensina (ECA), secretada por células do endotélio pulmonar e renal
(DE GASPARO et al., 2000).

O principal peptideo efetor do SRA ¢ a Ang II que atua via dois subtipos de
receptor, ATl (ATIR) e AT2 (AT2R). A ativagdo dos ATIRs resulta em
vasoconstri¢ao, secrecdo de aldosterona e vasopressina, retencao de sodio e diminui¢ao
da perfusdo renal. Assim, estes receptores medeiam os efeitos deletérios da Ang II,
incluindo a elevacdo da pressdo arterial e remodelamentos cardiaco e vascular
(UNGER, 2008). Ja os efeitos dos AT2Rs ainda nao estdo claramente definidos, no
entanto, sabe-se que esse receptor ¢ expresso significativamente durante a fase precoce
do desenvolvimento do organismo, declinando na idade adulta. Adicionalmente,
reconhece-se que esses receptores possam apresentar agdes opostas aos ATIR,
mediando varios efeitos antiproliferativos e anti-inflamatorios, além de promover a
diferenciagdo e regeneracao tecidual (STECKELINGS et al., 2005; CAT & TOUYZ,
2011).

Na tultima década, foram identificados alguns componentes adicionais do SRA,
incluindo peptideos bioativos da angiotensina, como a angiotensina III, IV, e
angiotensina-(1-7), cujos efeitos ainda ndo foram totalmente esclarecidos para os
sistemas nervoso, cardiovascular e renal (GARD, 2008; YUGANDHAR & CLARK,
2013; GIRONACCI et al., 2013).
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1.3.1 Sistema Renina-Angiotensina e Transtorno Afetivo Bipolar

A Ang II circulante perifericamente ndo atravessa a barreira hemato-encefalica,
sendo a comunicacao entre 0 SRA periférico e o SNC estabelecida através de orgaos
circunventriculares, localizados no exterior da barreira hematoencetfilica, via receptores
ATI1 (CAT & TOUYZ, 2011). Entretanto, muitos tecidos, incluindo o cérebro, contém
SRA local, onde sua atividade seja, talvez, mais importante do que a do SRA circulante
(SAAVEDRA, 1992; BADER, 2010). No cérebro, o AT1R esta amplamente distribuido
em regides como Orgao subfornical, ntcleo paraventricular, nicleo do trato solitario,
eixo hipotalamo-hipofise-adrenal e amigdala, regides envolvidas no comportamento e
controle da resposta do organismo ao estresse (LIU et al., 2012).

Ainda no cérebro, a ativagao de AT1Rs contribui para a regulagao fisiologica de
muitas funcdes distintas, incluindo o controle da circulagdo cerebral, da atividade
simpatica central, integridade da barreira hemato-encefélica, producdo e liberagdo
hormonal, resposta do organismo ao estresse, regulacdo da resposta imune inata
cerebral, além de ter papel importante na regulacdo do comportamento € cogni¢ao
(SAAVEDRA et al., 2013). A atividade excessiva dos AT1Rs no cérebro estd associada
ao aumento da resposta simpdtica e hormonal ao estresse, maior vulnerabilidade a
isquemia cerebral e inflamagdo do cérebro, levando a lesdo neuronal (SAAVEDRA et
al., 2011).

Atualmente, sabe-se que Ang II tem um papel importante nao somente na HAS,
mas também em transtornos de ansiedade e humor (LIU et al., 2012). O SRA cerebral
tem sido relacionado com transtornos neuropsiquiatricos como a depressao (NASR et
al., 2011), doenca de Alzheimer (DAVIES et al., 2011) e de Parkinson (JOGLAR et al,
2009). Saavadera (2013), propds que farmacos bloqueadores de receptores de
angiotensina (ARBs) apresentam grande potencial para tratar algumas condi¢des cujo
tratamento ainda ndo ¢ ideal, como transtornos do humor, doengas neurodegenerativas e
isquemia cerebral. Queiroz e colaboradores (2013), assim como Liu et al. (2012),
propdem a ligacdo entre o SRA e transtornos de humor, como ansiedade ¢ TAB e
sugerem uma nova abordagem terapéutica para o TAB baseada no uso de antagonistas
do receptor para Ang II.

A expressao da ECA ¢ influenciada por um polimorfismo de inserg¢do/delecao
(I’/D) que leva a presenga ou auséncia de fragmentos de 250 pares de base. Como

consequéncia, individuos com gendtipo homozigoto DD apresentam maior atividade da
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ECA, enquanto aqueles com gendtipo homozigoto II mostram diminuigao da atividade
dessa enzima, o que leva a alteragdes no funcionamento do SRA. Os estudos ainda sdo
escassos, porém ja foram relatadas associagdes significativas entre o alelo DD e
transtornos de humor, como depressao e TAB (CASTELLON & HAMDI, 2007), maior
risco de comportamento suicida (SPARKS et al., 2009), além de maior ocorréncia de
sintomas psicoticos em pacientes esquizofrénicos e bipolares (KUCUKALI et al., 2010;
Z0U et al., 2011). Em um estudo realizado com pacientes depressivos, foi mostrado
aumento da expressao de AT1Rs, o que também leva ao aumento da resposta a Ang II
(SAAB et al., 2007). Enfim, esses dados sugerem que alteracdes no SRA podem
contribuir para a maior suscetibilidade a transtornos afetivos.

A Ang II possui alguns efeitos onde se destacam algumas vias pelas quais o
SRA pode se relacionar com transtornos de humor (Figura 5). A primeira delas ¢ o
estresse oxidativo, pois sabe-se que a Ang Il ¢ um potente mediador de estresse
oxidativo e sinalizagdo oxidante. Os AT1Rs medeiam a ativacdo da enzima NAD(P)H
oxidase (NOX), levando a geragdo de EROs. Essa enzima produz EROs como
subproduto natural do metabolismo do oxigénio e possui importante papel na
sinalizag¢do celular normal, como a modificagdao oxidativa de proteinas ou DNA. Porém,
sob condi¢des de atividade enzimatica excessiva da ECA ou ativacdo continua dos
ATIRs pela Ang II, a geracdo de EROs pode exceder a capacidade antioxidante
endogena, levando a efeitos deletérios (LIU et al., 2012). Vale ressaltar que a formagao
de EROs via NOX tem sido relacionada com a fisiopatologia de transtornos, como
ansiedade e depressdo (GARD et al., 2004). Em modelos animais, o bloqueio de AT1Rs
reduziu a peroxidacdo lipidica, além de ter restaurado os niveis de GSH em modelo de
isquemia cerebral (OZACMAK et al., 2007).

Além disso, sabe-se que a Ang Il pode induzir estresse oxidativo através da
estimulacdo vascular para produgdo de superdxido e observa-se que, na hipertensdo,
ocorre declinio da fun¢do mitocondrial em 6rgdos como o cérebro, figado e coracdo. Em
um estudo realizado com ratos espontaneamente hipertensos (SHR), foi avaliado se o
tratamento de candesartana poderia reverter alteragdes na funcao mitocondrial no rim
impostas pela pressdo arterial elevada. Observou-se que a fun¢do mitocondrial foi
preservada nos animais SHR o que, provavelmente, favoreceu a manutencdo das
funcdes celular e tecidual adequadas nesse 6rgdo, tendo efeito protetor sobre o rim (DE

CAVANAGH et al., 2005).
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Adicionalmente, a ativacdo de ATIRs leva a inibicdo do sistema anti-
inflamatorio PPARy (Receptor ativado por proliferador de peroxissomo gama) e ao
aumento da ativagdo de cascatas inflamatoérias intracelulares, pela ativacao, por exemplo
do fator de transcricdo NFkB (Fator Nuclear kapa B). O resultado ¢ a producdo de
prostaglandinas, como a prostaglandina E2 (PGE2), 6xido nitrico (NO), citocinas pro-
inflamatorias, moléculas de adesdo e aumento do estresse oxidativo. Fatores pro-
inflamatorios sdo liberados, entdo, no parénquima cerebral, o que leva a ativagdo da
microglia e astrocitos e consequente producdo adicional de mediadores inflamatérios
nesse o0rgao. Além disso, a ruptura da barreira hemato-encefalica permite infiltracao de
macrofagos no parénquima cerebral, aumentando ainda mais a inflamagdo. A
combina¢do desses fatores resulta em lesdo neuronal e, quando ndo controlada
adequadamente, a relagdo continua entre inflamagao periférica e central leva a respostas
inflamatoérias cronicas e dano celular permanente (SAAVEDRA, 2013). De fato, o uso
de CDS em modelo animal de inflamagdo cerebral induzida por lipopolissacarideo
(LPS) bacteriano teve efeito anti-inflamatdrio observado em toda a cascata inflamatoria.
Os autores avaliaram areas cerebrais relacionadas com a emocgao, cogni¢do € memdria,
como cortex pré-frontal, hipocampo e amigdala e constataram supressao de mediadores
inflamatorios e da ativacdo génica nessas areas (BENICKY et al., 2011).

Foi demonstrado, ainda, que a Ang II levou a reducao da fosforilagio do CREB
(Proteina ligada ao fator de transcricdo do AMP ciclico) e ao aumento da fosforilagao
do fator de transcricdo NF-kB. Esses resultados foram acompanhados pelo aumento da
ativacdo da GSK-3p e da producdo de citocinas pro-inflamatorias, TNF-a e IL-1B
(Interleucina 1 beta), além da diminui¢do da produgdo de citocinas anti-inflamatorias,
IL-10 (Interleucina 10) (AGARWAL et al.,, 2013). O papel da Ang II sobre a
neuroplasticidade também pode ser demonstrado em modelos animais, onde ratos
espontaneamente hipertensos apresentaram aumento do nivel de BDNF hipocampal
quando tratados com um antagonista do receptor AT1 (KISHI et al., 2012), assim como

em um modelo de isquemia cerebral (GUAN et al., 2011).
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Figura 5 — Vias de sinalizacdo da Angiotensina II. A ativacdo de receptores AT1 pela Ang II
leva a alteracdes em parametros de estresse oxidativo, inflamag¢ao e neuroplasticidade (Ang II =
Angiotensina II; NOX = NAD(P)H oxidase; EROs = Espécies reativas de oxigénio; iNOS =
Oxido nitrico sintase induzida; COX 2 = Cicloxigenase 2; GSK-3p = glicogénio sintase
quinase-3f; BDNF = Fator neurotrofico derivado do cérebro).

Existem ainda alguns pontos que relacionam estresse, TAB ¢ SRA. Conforme
revisado por Pfaffenseller e colaboradores (2013), o eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal
(HPA) ¢ claramente alterado no TAB, resultando em alteragdes na sintese de cortisol em
resposta ao estresse e na diminuicao da capacidade do organismo de retornar aos niveis
de repouso desse hormodnio uma vez cessada a exposicdo ao estresse. Estes niveis
elevados de cortisol podem ter importantes consequéncias em longo prazo. Por
exemplo, estudos in vitro e com modelos animais mostraram que o estresse cronico € a
exposicao cronica aos glicocorticoides podem induzir disfungdes mitocondriais,
causando redu¢des no consumo de oxigé€nio, no potencial de membrana mitocondrial e
na capacidade de retencdo de calcio, levando, finalmente a apoptose. Os
glicocorticoides podem, ainda, agravar a inflamacao e induzir toxicidade no SNC,
tornando os neurdnios menos capazes de remover o glutamato da fenda sinaptica e
eliminar EROs. Além disso, a toxicidade e danos neuronais podem ser gerados por um

aumento sinérgico da inflamacao, estresse oxidativo e disfun¢do mitocondrial.
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A inibi¢ao da atividade dos AT1Rs no cérebro pela administragao sistémica dos
ARBs ¢ neuroprotetora por reduzir as respostas exageradas ao estresse, o que favorece a
protecdo dos neurdnios contra a injuria neuronal e contribui para aumentar o tempo de
vida (SAAVEDRA et al., 2011). Essa participacao dos receptores AT1 na regulacdo do
estresse se deve, primeiramente, a sua localizagdo. Esses receptores sdo altamente
expressos ao longo de todo o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal e em areas cerebrais que
regulam a reacdo ao estresse. Em modelos animais, a indugdo de estresse por
imobilizacdo, contencdo, isolamento ou inflamacdo aumenta a formagdo desses
receptores nessas areas do cérebro. A Ang I, pela acdo sobre esses receptores, contribui
para a estimulacdo das vias de estresse no cérebro, levando a maior ativacdo do eixo
HPA, do fator liberador de corticotrofinas (CRF) pelo hipotdlamo, aumento da libera¢ao
do hormonio adenocorticotréfico (ACTH) pela hipofise, da atividade simpatica central e
periférica e, consequentemente aumento das respostas ao estresse e ansiedade
(SAAVEDRA et al., 2006; SAAVEDRA & PAVEL, 2005).

De fato, estudos pré-clinicos mostraram que os efeitos anti-estresse da CDS se
correlacionam bem com a redugao da ansiedade e da depressao em modelos animais. Os
ARBs demonstraram ter uma poténcia semelhante ao de benzodiazepinicos em alguns
testes para a ansiedade (SAAVEDRA et al., 2006) e efeito antidepressivo no teste de
nado forcado (GARD et al., 1999). Os ARBs impedem que ocorra a caracteristica
ativagdo simpatica periférica e central pelo estresse e praticamente abolem a ativagao do
eixo HPA em modelos animais de estresse. (PAVEL et al., 2008). Além disso, estudos
clinicos demonstraram que o tratamento com ARBs ndo s6 melhora a qualidade de vida
de pacientes hipertensos (WEBER, 2005), mas também diminui a ansiedade e a
depressao em pacientes diabéticos (PAVLATOU et al., 2008). Com isso, além dos
efeitos anti-hipertensivos dos ARBs, esses farmacos podem ser considerados para o
tratamento de disturbios relacionados com o estresse (PAVEL et al., 2008).

Essa relagdo entre estresse, TAB ¢ SRA tem elevado valor translacional, uma
vez que as evidéncias pré-clinicas apontam para relacao entre a ativagao desse sistema e
o aumento do estresse (SAAVEDRA et al., 2011), além da participagdao do estresse no
processo fisiopatoldgico do TAB (PFAFFENSELLER et al., 2013). Interessantemente,
ja foram relacionados polimorfismos que levam a alteragdes no funcionamento do SRA
e doengas neuropsiquiatricas (CASTELLON & HAMDI, 2007; SAAB et al., 2007).

Provavelmente, o bloqueio de ATIRs poderia reduzir a resposta ao estresse nos
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pacientes bipolares, reduzindo o glicocorticoide circulante e, consequentemente, a

toxicidade e os danos neuronais inerentes a exposi¢ao prolongada a esse hormonio.
Juntas, todas essas evidéncias sustentam a hipdtese da relagdo entre o SRA e o

TAB e direcionam o estudo de drogas que agem sobre esse sistema no tratamento desse

transtorno (QUEIROZ et al., 2013).

1.4 Modelos animais de mania

O desenvolvimento de modelos animais convincentes e uteis para o estudo de
disturbios neuropsiquiatricos representa um grande desafio para a ciéncia. Entretanto,
apesar dos obstaculos, esses se fazem necessarios para o conhecimento das alteragdes
fisiopatologicas desses transtornos, bem como para a compreensao da eficacia e dos
mecanismos de acao dos farmacos (NESTLER & HYMAN, 2010).

O avanco nos estudos sobre a fisiopatologia do TAB tem permitido uma maior
compreensdo sobre as alteracdes fisioldgicas e comportamentais encontradas em
pacientes bipolares e, consequentemente, o desenvolvimento de modelos animais. No
entanto, ainda nao existe nenhum modelo animal que mimetize integralmente esse
transtorno, fato compreensivel pelas dificuldades de reproducdo dos quadros maniacos e
da ciclagem entre os episodios depressivos e maniacos (MACHADO-VIEIRA et al.,
2004). Portanto, a maneira encontrada para lidar com essa limitagcdo foi desenvolver
modelos animais de depressao (BECKER et al., 2008) e mania (EL-MALLAKH et al.,
2003; FREY et al., 2006¢c) separadamente.

A hiperatividade ¢ um sintoma determinante na mania e a caracteristica
definidora do TAB, sendo o parametro avaliado em todos os modelos animais de mania
(YOUNG et al., 2007). Os modelos utilizados atualmente sdo considerados validos por
reproduzirem sintomas que lhes conferem validade aparente, como hiperatividade,
estereotipia, maior sensibilidade aos estimulos, alerta, alteracdes nos padrdes de sono e
irritabilidade (O’DONNELL & GOULD, 2007). Destacam-se, atualmente, o modelo
induzido por administracao de psicoestimulantes, como a AMPH (FREY et al., 2006b;
FREY et al., 2006c), induzido pela inje¢do intracerebroventricular (ICV) de ouabaina,
uma droga inibidora da Na" K"~ ATPase (EL-MALLAKH et al., 2003) e pela privagdo
de sono (ARMANI et al., 2012). A hiperatividade induzida por esses modelos animais ¢
revertida e/ou prevenida pela administragdo de litio, denotando validade preditiva

desses modelos.
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O modelo animal de mania induzida por AMPH se tornou um dos modelos
farmacologicamente mais bem estabelecido e amplamente utilizado para o estudo da
mania. Esse modelo se baseia no fato de que no TAB, especialmente nos episddios de
mania, observam-se alteracdes na transmissao dopaminérgica (FREY et al., 2006b).

A anfetamina (/-methyl-2-phenethylamine, AMPH) ¢ um psicoestimulante
comumente usado para tratar transtornos graves, incluindo transtorno de déficit de
atencdo e hiperatividade (TDAH), narcolepsia e obesidade. O mecanismo de agdo da
AMPH envolve um aumento de monoaminas, particularmente dopamina (DA). Os dois
principais alvos de acdo da AMPH sao o transportador de DA (DAT) e o transportador
vesicular de monoamina (VMAT), inibindo competitivamente o transporte desse
neurotransmissor para a célula e impedindo o enchimento das vesiculas sinapticas.
Como consequéncia, ocorre o transporte reverso de DA, o que favorece a liberagao
desse neurotransmissor de terminais pré-sindpticos, independentemente de potencial de
acdo. Esse processo leva ao aumento de DA na fenda sinaptica, aumentando a
transmissdo dopaminérgica e, consequentemente, seus efeitos neurotoxicos (ELLIOTT
& BEVERIDGE, 2005; FLECKENSTEIN et al., 2007). Animais Knockdown para o
DAT que apresentam reducdo da funcdo desse transportador, exibem um padrao
comportamental de hiperlocomogao e tem sido proposto como modelo animal de mania
(YOUNG et al., 2011).

No modelo proposto por Frey e colaboradores (2006b; 2006¢), tem-se a
reprodugao de alguns aspectos fisiopatologicos do TAB, o que confere a esse modelo
animal validade de constructo. Mostrou-se que a administracdo de AMPH leva a
alteracdo na neuroplasticidade, com reducdo hipocampal de BDNF e ocorréncia de
estresse oxidativo por alteracdes em enzimas antioxidantes e aumento do produto de
peroxidacdo lipidica, o malonaldeido. Estudos posteriores mostraram, nesse modelo,
redugio do importante antioxidante endogeno, a GSH (MACEDO et al., 2012), aumento
da atividade da GSK-3B (CECHINEL-RECCO et al., 2012) e inducdo de disfunc¢do
mitocondrial (VALVASSORI et al.,, 2010). Além disso, todas essas alteragdes
reproduzidas nesse modelo e encontradas nos pacientes com TAB foram prevenidas
e/ou revertidas pelo litio, sustentando a hipdtese do potencial translacional desse

modelo.

35



1.5 Areas Cerebrais

Os estudos atuais propdem uma base neurobioldgica para a desregulagdo
emocional no TAB associada, por exemplo, a anormalidades na ativacdo de areas
cerebrais como corpo estriado, amigdala, cortex pré-frontal e hipocampo. Existem
evidéncias, ainda, que confirmam o aumento do volume da massa cinzenta em regides
como amigdala, cortex pré-frontal e hipocampo apds o tratamento com litio em
pacientes bipolares (FREY et al., 2013).

A avaliagdo de areas como o cortex pré-frontal, amigdala e hipocampo apresenta
relevancia nos modelos animais de transtornos de humor, uma vez que essas regioes
estdo envolvidas no processamento da emocao, aprendizado e cogni¢do. Tais regides
estdo interconectadas e também conectadas com outras estruturas cerebrais como o
talamo, hipotalamo e corpo estriado (FRANGOU, 2006). Os transtornos de humor estao
associados a mudangas fisiopatologicas envolvendo alteragdes morfologicas destas
regides, como reducdo de tamanho, vulnerabilidade seletiva a morte celular de
subpopulagdes de neuronios, alteracdes neuroquimicas em nivel de receptor, na
sinalizagdo intracelular e na regulagao da expressao génica (TSANKOVA et al., 2007).

Interessantemente, estudos com modelos animais de mania relatam alteragdes
neuroquimicas em algumas dessas areas cerebrais, como amigdala, hipocampo, corpo
estriado e cortex pré-frontal. Estd bem documentada a ocorréncia de estresse oxidativo,
com reducao de defesas antioxidantes, além do dano a lipideos, proteinas ¢ DNA. Além
disso, ja foi demonstrado a presenca de alteragdes na funcdo mitocondrial e em
marcadores de neuroplasticidade, o que contribui para o maior dano oxidativo e
ocorréncia de processos apoptdticos em células neuronais (FREY et al. 2006a,b;
ANDREAZZA et al., 2008; VALVASSORI et al., 2010; MACEDO et al., 2012).

O cerebelo desempenha um papel importante no controle do equilibrio e motor,
além de participar de outras fungdes cerebrais, incluindo a regulacdo emocional e a
cognicdo. Alteragdes na estrutura e funcdo cerebelar tém sido relatadas em muitos
transtornos psiquiatricos, como esquizofrenia, TAB, depressdo, transtornos de
ansiedade, deméncia e déficit de atengdo e hiperatividade (BALDACARA et al., 2008).
O vérmis cerebelar, localizada entre os dois hemisférios cerebelares, é referida como
“cerebelo limbico” por estar relacionado com o controle das fungdes afetiva e cognitiva
(SCHMAHMANN et al., 2007.) Estudos de neuroimagem revelam menor volume dessa

regido em pacientes com TAB em comparagdo com controles saudaveis (MILLS et al.,
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2005; MONKUL et al., 2008;. BALDACARA et al., 2011). Os resultados destes
estudos sugerem que, assim como as outras areas citadas anteriormente, alteracdes no
vérmis cerebelar podem também ter papel importante na desregulagdo emocional de

pacientes bipolares.

1.6 Candesartana

O principio ativo candesartana cilexetil (Figura 6) ¢ a substancia ativa dos
medicamentos com os nomes comerciais Atacand® (Medicamento de Referéncia),
Blopress® e Desarcor®  (Medicamentos Similares) e Candesartana cilexetil
(Medicamentos Genéricos). Esses farmacos sdo pro-drogas, sendo convertidos a droga

fisiologicamente ativa por esterases intestinais (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).
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Figura 6 — Estrurura molecular do candesartana. A candesartana ¢ um derivado imidazoélico,
contendo um grupo difenil tetrazolio (VACULIKOVA et al., 2012).

A candesartana (CDS) ¢ um farmaco do tipo ARB seletivo para ATI, cuja
principal indicagcdo ¢ para tratamento da Hipertensao Arterial Sist€émica, além de ser
eficaz em reduzir os riscos de eventos cardiovasculares e renais (ROBLES et al., 2013)
devido a sua atividade anti-inflamatéria e seus efeitos protetores vasculares
(SAAVEDRA et al., 2011). Esses farmacos sao os meios mais especificos para bloquear
a cascata enzimatica do SRA (NAIK et al., 2010). Os ARBs tém sido associados a um
perfil de alta tolerabilidade, sendo melhor que qualquer uma das outras classes de
agentes anti-hipertensivos, por exemplo, os inibidores da ECA (GREATHOUSE &
WEIR, 2012). Entretanto, podem ocorrer alguns efeitos adversos, como hipotensao,
angina, febre, taquicardia, sonoléncia e dispepsia (MINISTERIO DA SAUDE, 2012). E
um farmaco altamente seletivo para AT1Rs, com alta poténcia e a¢do de longa duragao.
(CERNES et al., 2011). Os ensaios clinicos mostram uma eficicia para o CDS na faixa
de dose de 2 a 32 mg uma vez ao dia na hipertensao, insuficiéncia cardiaca, na redu¢do
da excrecdo urindria de albumina no diabetes mellitus e na coexisténcia de hipertensao e

insuficiéncia renal (GLEITER et al., 2004).
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1.7 Justificativa e Relevancia

O TAB ¢ um transtorno mental cronico, prevalente, potencialmente grave e
associado a custo excessivo aos sistemas de saude. Apesar dos progressos ja alcangados
no desenvolvimento de farmacos para esse transtorno, a farmacoterapia ainda
permanece restrita e pouco eficaz, resultado de uma etiologia complexa e ainda pouco
compreendida. Diversos estudos ja comprovaram a associacdo do TAB com o dano
cerebral induzido por estresse oxidativo, inflamagado e alteracdes na neuroplasticidade.
Entretanto, ndo ha registros na literatura sobre a ocorréncia de processo inflamatorio em
modelos animais de mania, sendo necessaria uma melhor compreensdo sobre os
mecanismos moleculares envolvidos na resposta imune para que sejam elaborados
novos tratamentos que produzam mudangas no desfecho dessa doenca. Além disso,
apesar de estudos mostrarem alteracdes no volume do vérmis cerebelar em pacientes
bipolares, nenhum estudo pré-clinico avaliou ainda alteragcdes neuroquimicas nessa area
em modelos animais de mania, sendo relevante estudar as possiveis alteragdes nessa
regido induzidas pela AMPH.

O SRA tem sido alvo de importantes estudos no que diz respeito a doengas
neurologicas e, atualmente, reconhece-se o papel importante da Angiotensina II em
transtornos de ansiedade e humor. A candesartana ¢ um farmaco ja utilizado na clinica,
principalmente aplicado na terapéutica da hipertensdo arterial e diversos estudos
recentes t€ém mostrado o efeito neuroprotetor desse farmaco, evidenciado por agdes
sobre a neuroplasticidade, estresse oxidativo e neuroinflamacdo. Tendo em vista a
necessidade de se encontrar novos agentes terapéuticos para o TAB, torna-se relevante
estudar o efeito do bloqueio de AT1Rs pela candesartana em um modelo animal de
mania, contribuindo, assim, para a busca de alternativas terap€uticas para esse

transtorno.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar os possiveis efeitos preventivos e/ou terapéuticos da CDS no episodio

de mania induzida por AMPH em camundongos.

2.2 Objetivos Especificos

e Verificar o efeito da administragdo oral de CDS sobre a atividade
locomotora no modelo animal de mania induzido por AMPH;

e Avaliar a presenca de alteragdes na memoria de trabalho causadas pela
AMPH e o efeito da administra¢do oral de CDS na prevengao e/ou reversao
dessas alteragdes;

e Determinar o efeito da administracdo oral CDS nos parametros de estresse
oxidativo através da determinacdo dos niveis de GSH e de TBARS no
vérmis cerebelar, hipocampo, coértex pré-frontal e corpo estriado no modelo
animal de mania induzido AMPH,;

e Avaliar o efeito da AMPH nos niveis de TNF- a no vérmis cerebelar e
hipocampo no modelo animal de mania induzido AMPH;

e Determinar o efeito da administragdao oral de CDS nos niveis de TNF- a no
vérmis cerebelar e hipocampo no modelo animal de mania induzido AMPH;

e Avaliar o efeito da administracdo oral de CDS nos niveis hipocampais de
BDNF no modelo animal de mania induzido AMPH;

e Avaliar o efeito da administracdo oral de CDS nos niveis hipocampais de

fosfo-Ser9-GSK-3f no modelo animal de mania induzido AMPH.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss (Espécie: Mus musculus),
machos (peso: 25-30 g), provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do
Ceara (UFC). Os animais foram divididos em 12-16 animais por grupo, aclimatados por
uma semana antes do inicio dos experimentos e mantidos na sala experimental do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC, em ciclo claro-escuro de 12 horas,
temperatura ¢ umidade constantes, dispondo de &4gua e ragdo ad Ilibitum. Os
procedimentos experimentais seguiram as diretrizes do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), tendo inicio apos a aprovagdo pela Comissdo de

Etica em Pesquisa Animal da UFC (CEPA-UFC) sob o protocolo n® 065/2013.

3.2 Modelo Experimental

O modelo animal de mania foi induzido através da administracdo de 2
mg/Kg/dia de AMPH (Sigma-Aldrich, EUA) via intraperitoneal (i.p.), diluida em
solucdo salina (FREY et al., 2006c). Os animais foram tratados com quatro doses de
CDS (0,1, 0,3, 1 e 3 mg/kg/dia) via oral (v.0.), baseado em estudos prévios que
mostraram efeito neuroprotetor dessa droga nas doses selecionadas (HAMALI et al.,
2006; SANCHEZ-LEMUS et al.,, 2009; MERTENS et al., 2011). Devido a baixa
lipofilicidade dessa droga, foi necessario prepara-la em solugdo a 0,5% de carboximetil
celulose (CMC) (KISHI et al., 2012). Como droga antimaniaca padrao, foi administrado
carbonato de litio (Sigma-Aldrich, EUA) 47,5 mg/kg/dia i.p., diluido em 4gua (FREY et
al., 2006c). Todas as drogas foram preparadas diariamente e administradas no mesmo

horario, entre as 8 e as 10 horas da manha.

3.3 Delineamento Experimental

Os experimentos foram conduzidos em duas etapas (Experimentos 1 e 2) e

foram utilizados dois protocolos de tratamento, reversao e prevengao.
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3.3.1 Etapas experimentais

3.3.1.1 Experimento 1

Nessa etapa, foram testadas as quatro doses de CDS (0,1, 0,3, 1 e 3 mg/kg/dia )
e os animais foram submetidos aos testes comportamentais (Campo Aberto ¢ Y Maze)
no ultimo dia de tratamento. As dreas cerebrais e cerebelar foram utilizadas para

avaliacdo do estresse oxidativo (GSH e TBARS).

3.3.1.2 Experimento 2

A partir dos resultados obtidos nos testes comportamentais e nas analises
bioquimicas de estresse oxidativo, selecionaram-se duas doses de CDS (0,3 e 1
mg/Kg/dia) para dar sequéncia aos estudos neuroquimicos. Foram quantificados os

niveis de BDNF, fosfo-Ser9-GSK-3f3 e TNF- a.
3.3.2 Protocolos de Tratamento
3.3.2.1 Protocolo de Reversdo
O protocolo de reversdo reproduziu o tratamento do episddio maniaco agudo do
TAB (FREY et al., 2006¢). Os animais receberam AMPH ou salina durante os 14 dias

de tratamento e, entre o 8° e o 14° dia, acrescentou-se o tratamento com CDS, litio ou

veiculo (Figura 7).

CDS, Li ou Veh
A

~ N

Dia 1 8 14
N— —

——
AMPH ou Salina l
Testes
Comportamentais
Dissecacgdo

Figura 7 — Delineamento experimental no Protocolo de Reversao.
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O quadro a seguir esquematiza os grupos experimentais no Protocolo de

reversdo (Tabela 1).

Tabela 1 - Protocolo de Reversao

REVERSAO
Dias
Grupos
1-7 8-14

1. AMPH + Veh + Veiculo
2. AMPH + Li + Litio
3. AMPH + CDS 0,1 AMPH + CDS 0,1
4. AMP + CDS 0,3 +CDS 0,3
5.AMPH +CDS 1 +CDS 1
6. AMPH + CDS 3 +CDS 3
7. Controle + Veiculo
8. Sal + Li + Litio
9.Sal+ CDS 0,1 Sal + CDS 0,1
10. Sal + CDS 0,3 +CDS 0,3
11.Sal + CDS 1 +CDS 1
12. Sal + CDS 3 +CDS 3

Legenda: AMPH = d-anfetamina 2mg/kg i.p.; Veiculo = CMC 0,5 % v.o.; Li = litio 47,5 mg/kg
i.p.; CDS = Candesartana (0,1, 0,3, 1 ¢ 3 mg/Kg); Sal = Salina.

3.3.2.2 Protocolo de Prevencao

No protocolo de prevengao, foi simulada a fase de manuten¢ao do tratamento do
TAB (FREY et al., 2006¢). Os animais receberam CDS, litio ou veiculo durante os 14

dias tratamento e, entre o 8° ¢ o 14° dia, acrescentou-se o tratamento com AMPH ou

salina (Figura 8).
AMPH ou Sal
A

~ N

Dia 1 8 14
— v

——
CDS, Liou Veh l
Testes
Comportamentais
Dissecacgdo

Figura 8 - Delineamento experimental no Protocolo de Prevencao.
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O quadro a seguir esquematiza os grupos experimentais no Protocolo de

prevencao (Tabela 2).

Tabela 2 - Protocolos de Prevengao

PREVENCAO
Dias
Grupos
1-7 8-14
1. Veh + AMPH Veiculo
2. Li+ AMPH Litio
3.CDS 0,1 + AMPH CDS 0,1
+ AMPH
4. CDS 0,3 + AMPH CDS 0,3
5.CDS 1 + AMPH CDS 1
6. CDS 3 + AMPH CDS 3
7. Controle Veiculo
8. Li+ Sal Litio
9.CDS 0,1 + Sal CDS 0,1
+ Sal
10. CDS 0,3 + Sal CDS 0,3
11.CDS 1 + Sal CDS 1
12. CDS 3 + Sal CDS 3

Legenda: AMPH = d-anfetamina 2mg/kg i.p.; Veiculo = CMC 0,5 % v.o.; Li = litio 47,5 mg/kg
1.p.; CDS = Candesartana (0,1, 0,3, 1 ¢ 3 mg/Kg); Sal = Salina.

Os animais foram submetidos aos testes comportamentais duas horas apds a
ultima administracdo das drogas (FREY et al., 2006c). Em seguida, foram submetidos a
eutanasia por decapitacdo e as areas cerebrais (vérmis cerebelar, hipocampo, corpo

estriado e cortex pré-frontal) isoladas e armazenadas a -80° C.

3.4 Testes comportamentais

Os testes comportamentais foram realizados entre 10 e 16 horas. Os animais
foram transportados para a sala onde foram realizados os testes de comportamento nas
suas caixas-moradia e foram manipulados pela base da cauda em todos os momentos.
Eles permaneceram nessa sala por pelo menos 30 minutos antes do inicio dos testes,
para ambientacdo. Durante os testes de comportamento, o ambiente era mantido com

baixa luminosidade (luz vermelha: 12 lux).
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3.4.1 Campo Aberto

O teste de campo aberto foi realizado para avaliacdo da atividade locomotora
dos animais (ARCHER, 1973). Para esse teste, utilizou-se uma arena quadrangular de
acrilico, com area 300 x 300 mm, paredes 150 mm de altura de material transparente e
assoalho dividido em nove quadrantes iguais (Figura 9). Cada animal foi colocado no
quadrante superior esquerdo da arena e, durante cinco minutos, permitiu-se que este a

explorasse enquanto foram registrados os seguintes parametros:

e (rossings: numero de vezes que o animal mudou de quadrante com as
quatro patas (atividade locomotora horizontal);
® Rearings: nimero de vezes que o animal ergueu-se nas patas traseiras

(atividade locomotora vertical).

ApOs o teste, os animais foram devolvidos as suas caixas-moradia e realizou-se

assepsia do campo aberto com alcool etilico a 70% entre um animal e outro.

Figura 9 — Teste de Campo Aberto. Aparato utilizado no teste de campo aberto para avaliagdo
da atividade locomotora dos animais (sala de comportamento do Laboratério de
Neurofarmacologia da Universidade Federal do Ceard).
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3.4.2 Y maze

Para avaliagdo da memoria de trabalho utilizou-se o teste de Y Maze, sendo
conduzido conforme descrito previamente (YAMADA et al., 1996). O labirinto em Y ¢
constituido de trés bracos idénticos (40 cm de comprimento, 25 cm de altura e 6 cm de
largura), dispostos a 120° um do outro, formando um tridngulo central (Figura 10). Os
animais foram colocados em um dos bragos e a sequéncia das entradas nos bracos foi
registrada durante oito minutos. A alternancia foi definida como a entrada nos trés
bracos, em qualquer ordem, sem que houvesse repeti¢ao dos bragos (por exemplo, 123,
321, 231). Apos o teste, os animais foram devolvidos as suas caixas-moradia e realizou-

se assepsia do labirinto em Y com élcool etilico a 70% entre um animal e outro.

A porcentagem de alternancia foi calculada como a soma do numero de
alternancias dividida pelo numero total de entradas nos bracos menos dois. Esses

valores foram aplicados na férmula a seguir:

% Alternancia = Soma de alternancias
n° de entradas - 2

Figura 10 - Teste de Y maze. Labirinto em Y utilizado para avaliagdo da memoria de trabalho
(sala de comportamento do Laboratério de Neurofarmacologia da Universidade Federal do
Ceara).
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3.5 Analises Bioquimicas

3.5.1 Determinacgdo da concentracdo de glutationa reduzida (GSH)

O conteudo de GSH das areas (vérmis cerebelar, hipocampo, corpo estriado e
cortex pré-frontal) foi medido segundo o método de Sedlak e Hanus (1982). O método
baseia-se na reacdo do reagente de Ellman, 5,5’-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid)
(DTNB), com grupos livres de tiol (ELLMAN, 1959). Os tecidos cerebrais foram
pesados e homogeneizados a 10 volumes com tampao fosfato de sédio S0mM acrescido
de KCI 140 mM, ph7,4. Foi realizada, entdo, uma centrifugacao a 14000 rpm por 20
minutos a 4° C. O volume de 40 puL do sobrenadante foi adicionado a 50 puL de agua
destilada e 10 pL de acido tricloroacético a 50%. O material foi centrifugado a 5000
rpm por 15 minutos a 4° C. Em seguida, foi coletado 60 puL do sobrenadante, colocado
nos pogos da placa e acrescido de 102 pL da solu¢do de tampao Tris-HCl 0,4M +
EDTA 0,02 M (pH 8,9) (25 mL) e DTNB 0,01M (0,65 mL) adicionados aos pogos
imediatamente antes da leitura. A leitura foi feita no comprimento de onda de 412nm. A
concentragdo de glutationa reduzida foi expressa em ng de GSH/g de tecido, tendo por

base uma curva padrio.

3.5.2 Avaliagdo da peroxidacdo lipidica (TBARS)

O ensaio para quantificacdo de TBARS ¢ baseado na reagdo do MDA com duas
moléculas de TBA, em meio acido (pH 1-2) e a temperatura elevada (95-100° C),
gerando um cromoégeno rdéseo medido espectrofotometricamente (DRAPER &
HADLEY, 1990).

O protocolo descrito a seguir foi realizado de acordo com Draper e colaboradores
(1993) para determinagdao dos niveis de TBARS das 4reas (vérmis cerebelar,
hipocampo, corpo estriado e cortex pré-frontal). Os tecidos cerebrais foram pesados e
homogeneizados a 10 volumes com tampao fosfato de soédio 50mM, acrescido de KCl
140 mM, ph7,4. Foi realizada a centrifugagdo dos homogenatos a 14000 rpm por 20
minutos a 4° C. O volume de 50 puL do sobrenadante foi adicionado a 100 puL de acido
tricloroacético 10 %, e o material centrifugado a 5000 rpm por 10 minutos a 4° C. Em
seguida, 100 uL. do sobrenadante foram recuperados, misturados a 100 pL de TBA

0,67% e incubados em agua fervente (95 - 100° C) por 30 minutos. Apds o resfriamento,

46



150 puL do material foram colocados em cada pogo da placa e foi feita a leitura em
espectrofotometro a 532 nm. Os resultados foram expressos em pmol de MDA/g de

tecido, tendo por base uma curva padrao.

3.5.3 Determinacdo dos niveis de BDNF

O nivel de BDNF no hipocampo foi quantificado por ensaio imunoenzimatico
(Chemikine BDNF Sandwich ELISA kit; Merk Millipore, USA). As amostras foram
homogeneizadas a 20 volumes com solucdo PBS pH 7,4 acrescida de inibidores de
protease (Sigma-Aldrich), sendo, entdo, centrifugadas a 14000 rpm durante 30 minutos
a 4° C. Para o preparo da curva padrdo, procedeu-se da seguinte maneira. Foram
numerados 8 tubos de ensaio de 1 a 8 e adicionou-se 950 pL de diluente no primeiro
tubo e 500 puL nos demais. Em seguida, preparou-se o primeiro padrao adicionando 50
uL da solucao padrao de BDNF a 10000 pg/mL no primeiro tubo de ensaio. Os padrdes
foram preparados em uma dilui¢do 1:2 do anterior. Retirou-se 500 pL do 1° padrdo e
colocou-o no 2°% retirou 500 pL do 2° poco e colocou no 3°% continuou esse mesmo
processo at¢ o 7°. No 8° padrdo, colocou-se apenas o diluente, correspondendo ao
branco. Foram adicionados, em cada poco da placa de ELISA, 100 uL do sobrenadante
da amostra ou dos padrdes previamente preparados. A placa foi incubada por no minimo
12 horas a 4° C. Seguiu-se, entdo, com uma meticulosa lavagem da placa utilizando a
solugdo de lavagem especifica do Kit e, posteriormente, adicionou-se 100 pL do
anticorpo monoclonal anti-BDNF em cada pogo, sendo as placas incubadas por duas
horas a temperatura ambiente. Em seguida, apos nova lavagem, 100 uL de solugdo de
estreptoavidina conjugada com peroxidase foram aplicados aos pocos, e as placas foram
incubadas por mais uma hora a temperatura ambiente. Finalmente, apos a ultima
lavagem, colocou-se 100 pL da solucdo substrato para revelacgigo TMB/E
(tetrametilbenzidine) em cada pocgo, sendo as placas incubadas a temperatura ambiente
por 15 minutos. Para interromper a reagdo, adicionou-se 100 puL da solugdo de parada
em cada poco e procedeu-se com a leitura das placas utilizando-se o comprimento de
onda de 450 nm. Os resultados foram expressos em pg de BDNF/g de tecido, tendo por

base uma curva padrao.
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3.5.4 Dosagem dos niveis de fosfo-Ser9-GSK-3f

A quantificagdo da forma fosforilada da proteina GSK-3B no hipocampo foi
realizada por ensaio imunoenzimatico [Human/Mouse/Rat Phospho-GSK-3p (S9)
ELISA; Merk Millipore, USA]. As amostras foram homogeneizadas a 20 volumes com
solucao PBS pH 7,4 acrescida de inibidores de protease (Sigma-Aldrich), sendo, entao,
centrifugadas a 14000 rpm durante 30 minutos a 4° C. Para o preparo da curva padrio,
procedeu-se da seguinte maneira. Foram numerados 8 tubos de ensaio de 1 a 8 e
adicionou-se 150 pL da solugdo padrao de fosfo-Ser9-GSK-3f a concentracao de 100
Units/mL no primeiro e segundo tubos. Do 2° ao 8° tubo foram colocados 150 uL do
diluente ELISA. Em seguida, retirou-se 150 pL do 2° padrdo e colocou-o no 3°; retirou
150 pL do 3° e colocou no 4°% continuou esse mesmo processo até o 7°. No 8° padrio,
colocou-se apenas o diluente, correspondendo ao branco. Em seguida, em cada pogo da
placa de ELISA, foram adicionados 50 pL do sobrenadante da amostra ou dos padroes
previamente preparados. Seguiu-se adicionando 50 pL do anticorpo de detec¢do em
cada poco. A placa foi selada e incubada a temperatura ambiente por trés horas e,
posteriormente, submetida a meticulosa lavagem utilizando a solu¢ao de lavagem
especifica do Kit. Posteriormente, colocou-se 100 pL da solugdo substrato para
revelagdo TMB (tetrametilbenzidine) em cada pogo, sendo as placas novamente
incubadas a temperatura por 45 minutos, seladas com papel laminado para proteger da
luz. Para interromper a reagdo, adicionou-se 100 pL da solucdo de parada em cada poco
e procedeu-se imediatamente com a leitura das placas utilizando o comprimento de
onda de 450 nm. Os resultados foram expressos em pg de fosfo-Ser9-GSK-3PB/g de

tecido, tendo por base uma curva padrao.

3.5.5 Dosagem de TNF-a

Os niveis de TNF-o foram avaliados no vérmis cerebelar, com o objetivo de
aprofundar os estudos nessa regido e no hipocampo, devido a relagdo desse mediador
inflamatorio com aspectos de neuroplasticidade e sobrevivéncia celular (BRIETZKE &
KAPCZINSKI, 2008). Os niveis de TNF-o foram quantificados por ensaios
imunoenzimaticos (ELISA; R&D Systems, USA). As amostras foram homogeneizadas
a 8 volumes com solugao PBS pH 7,4, sendo, entdo, centrifugadas a 14000 rpm durante

30 minutos a 4° C. Primeiramente, foram colocados 100 pL da solu¢do contendo os
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anticorpos de captura especificos para TNF-o com concentracao de 4 pg/mL nos pogos
da placa NUK. As placas foram incubadas por no minimo 16 horas a 4° C cobertas com
papel adesivo. Seguiu-se, entdo, com uma meticulosa lavagem da placa com 200 pL de
solucao de PBS-Tween e, posteriormente, adicionou-se 300 pL de solucao de albumina
a 1% em cada poco. As placas foram cobertas com papel adesivo e novamente
incubadas por uma hora a temperatura ambiente. Em seguida, ap6s nova lavagem,
foram adicionados 100 pL dos sobrenadantes das amostras em cada pogo. Nesse
momento, preparou-se a curva padrao adicionando 200uL de solu¢ao padrao com
concentracdo de 4000pg/ml no 1° pogo e 100uL de solugdo PBS nos outros pocos. Os
padrdes foram preparados em uma diluicdo 1:2 do anterior. Retirou-se 100 pL do 1°
pogo e colocou-o no 2°% retirou 100 pL. do 2° poco e colocou no 3° continuou esse
mesmo processo até o 8°. Os ultimos 100uL foram descartados e as placas cobertas
com papel adesivo e incubadas por mais duas horas a 4° C. Foi realizada novamente
lavagem das placas, como descrito previamente. Posteriormente, em cada poco
adicionou-se 100 pL dos anticorpos secundarios (400 ng/mL). As placas foram, entdo,
cobertas com papel adesivo, incubadas por mais duas horas a 4° C e depois lavadas.
Adicionou-se 100 pL da solucdo de estreptavidina a 0,5 % em cada pogo e as placas
cobertas com papel laminado foram incubadas por mais 20 minutos a temperatura
ambiente. Finalmente, apds a ultima lavagem das placas, foram pipetados 100 pL da
solucdo de substrato para revelagdo em cada poco e as placas cobertas com papel
aluminio e incubadas por mais 20 minutos a temperatura ambiente. Para interromper a
reacdo, adicionou-se 100 pL da solu¢cdo de parada em cada poco e procedeu-se com a
leitura das placas utilizando-se o comprimento de onda de 450 nm. Os resultados foram

expressos em pg de TNF-o/g de tecido, tendo por base uma curva padrao.

3.6 Analise estatistica

A analise dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism,
versao 5.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, Califéornia, EUA). Os
resultados foram expressos como média + erro padrdo da média e analisados através de
one-way ANOVA seguido do teste de Student's-Newman-Keuls. Os valores foram

considerados significativos quando p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacio da atividade locomotora

Na prevencdo, a AMPH aumentou significativamente a atividade locomotora
horizontal (crossings) e vertical (rearings) (p < 0,001) comparado ao grupo controle
[Veh + AMPH: crossings (81,78 + 6,601) rearings (8,333 =+ 0,6146)]; Controle:
crossings (45,30 £+ 4,099) rearings (1,571 + 0,4809)] (Figura 12).

As doses de CDS avaliadas e o Litio preveniram o aumento do numero de
crossings e rearings induzido pela AMPH, com exce¢ao da dose CDS 3 mg/Kg que ndo
preveniu o aumento de rearings (p < 0,001) [CDS 0,1 + AMPH: crossings (52,33 +
4,805) rearings (3,625 + 0,8647); CDS 0,3 + AMPH: crossings (57,22 + 3,865) rearings
(3,6 = 1,122); CDS 1 + AMPH: crossings (44,67 £ 3,797) rearings (2,0 = 0,8452); CDS
3 + AMPH: crossings (43,75 + 5,728) rearings (8,5 = 1,025); Li + AMPH : crossings,
(50,63 £ 4,149); rearings (3,857 1,1)].

A CDS e o Litio sozinhos ndo alteraram a atividade locomotora quando
comparados ao grupo Controle [CDS 0,1 + Sal: crossings (52 + 1,886) rearings (3,222 +
1,077); CDS 0,3 + Sal: crossings (57,25 + 3,447) rearings (3,571 + 0,8123); CDS 1 +
Sal: crossings (42,83+ 3,6) rearings (4,875 = 1,302); CDS 3 + Sal: crossings (56,0 +
5,329) rearings (4,750 £ 0,7962); Li + Sal: crossings (43,89 + 5,468); rearings (3,25 +
0,9210)].
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Figura 12— Atividade locomotora no protocolo de Prevencao. Em A, nimero de crossings e,
em B, nlimero de rearings. As barras representam a média = erro padrao da média do numero de
crossings ou rearings (Veh = Veiculo; Sal = Salina; CDS 0,1 = Candesartana 0,1 mg/Kg/dia;
CDS 0,3 = Candesartana 0,3 mg/Kg/dia; CDS 1 = Candesartana 1 mg/Kg/dia; CDS 3 =
Candesartana 3 mg/Kg/dia; AMPH = Anfetamina; Li= Litio). “p < 0,05 versus grupo Controle;
®p < 0.05 versus grupo Veh + AMPH de acordo com a analise de varidncia, seguida pelo teste
post-hoc Student-Newman-Keuls.
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No protocolo de Reversdo, o grupo que recebeu apenas AMPH também
apresentou resultados significantemente maiores de crossings e rearings (p < 0,001 )
quando comparados ao grupo Controle [Veh + AMPH: crossings (97,57 + 8,829)
rearings (23,0 = 3,204); Controle: crossings (41,71 £ 3,145) rearings (4,833 + 1,759)]
(Figura 13).

Todas as doses CDS testadas reverteram o aumento de crossings e rearings
causado pelo tratamento com AMPH, sendo o efeito similar ao obtido no grupo tratado
com litio (p < 0,001) [AMPH + CDS 0,1: crossings (59,67 + 3,353) rearings (13,63 +
2,322); AMPH + CDS 0,3 : crossings (63,67+ 5,004) rearings (9,143 + 0,9863); AMPH
+ CDS 1: crossings (62,0 = 5,354) rearings (9,0 + 2,394); AMPH + CDS 3: crossings
(59 £ 4,721) rearings (7,571 + 1,11); AMPH + Li: crossings (56,43 + 5,108) rearings
(12,33 +1,650)].

Da mesma forma que na Prevencdo, na reversao, CDS e litio administrados
sozinhos ndo alteraram a atividade locomotora dos animais quando comparados ao
grupo Controle [Sal + CDS 0,1: crossings (49,67 = 2,140) rearings (2,333 + 0,8028); Sal
+ CDS 0,3: crossings (54,50 + 4,357) rearings (3,0 = 1,049); Sal + CDS 1: crossings
(43,17 £ 3,745) rearings (5,4 = 0,9798); Sal + CDS 3: crossings (46,33 + 5,277) rearings
(3,833+ 1,108); Sal + Li: crossings (54,71 + 7,764); rearings (5,2 £ 1,463)].
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Figura 13 — Atividade locomotora no protocolo de Reversido. Em A, nimero de crossings e,
em B, nlimero de rearings. As barras representam a média = erro padrao da média do numero de
crossings ou rearings (Veh = Veiculo; Sal = Salina; CDS 0,1 = Candesartana 0,1 mg/Kg/dia;
CDS 0,3 = Candesartana 0,3 mg/Kg/dia; CDS 1 = Candesartana 1 mg/Kg/dia; CDS 3 =
Candesartana 3 mg/Kg/dia; AMPH = Anfetamina; Li= Litio). “p < 0,05 versus grupo Controle;
®p < 0.05 versus grupo AMPH + Veh de acordo com a analise de variéncia, seguida pelo teste
post-hoc Student-Newman-Keuls.
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4.2 Avaliacao da memoria de trabalho

Observou-se, através do teste de Y Maze, que a memoria de trabalho apresentou-
se prejudicada pelo tratamento com AMPH no protocolo de Prevencao, conforme
Figura 14A, sendo a porcentagem de alternancias corretas desse grupo inferior ao grupo
Controle (p <0,01) [Controle (82,20 + 3,832) e Veh + AMPH (61,83 + 3,188)].

Apenas a menor dose de CDS ndo preveniu o déficit cognitivo induzido pela
AMPH na prevencdo. As demais doses desse farmaco apresentaram resultados
significativamente superiores quando comparados ao grupo Veh + AMPH (p < 0,05)
[CDS 0,1 + AMPH (79,29 + 3,300); CDS 0,3 + AMPH (82,29 + 3,021); CDS 1 +
AMPH (80,29 + 3,727); CDS 3 + AMPH (82,71 + 2,589)]. O tratamento com litio,
entretanto, ndo mostrou restaurar a fungdo cognitiva dos animais nesse teste (66,57 =+
5,429).

Da mesma forma que na prevencdo, na reversdao (Figura 14B), a memoria de
trabalho também foi prejudicada pelo tratamento com AMPH, estando a porcentagem
de alternancias corretas do grupo AMPH + Veh significativamente inferior quando
comparada ao grupo Controle (p < 0,001) [Controle (88,33 + 4,112) e AMPH + Veh
(66,0 =2,819)].

A dose de CDS 0,3 mg/Kg (78,50 + 1,615) tendeu a reverter o déficit cognitivo
induzido pela AMPH, entretanto, os dados entre os grupos AMPH + Veh e AMPH +
CDS 0,3 nao diferiram estatisticamente. Ja as demais doses estudadas desse farmaco
apresentaram melhora significativa da cogni¢do, apresentando dados de alternancias
corretas superiores quando comparados ao grupo que recebeu somente AMPH (p <
0,05) [AMPH + CDS 0,1 (80 + 3,896); AMPH + CDS 1 (81 + 5,323); AMPH + CDS 3
(81,29 £ 3,476)]. O tratamento com litio, ao contrario da CDS, ndo conseguiu reverter o
déficit cognitivo induzido pela AMPH, ndo havendo diferenca significativa entre os
dois grupos AMPH + Veh e AMPH + Li (67,13 + 2,997).

Os farmacos litio ¢ CDS administrados sozinhos ndo apresentaram alteragao na
porcentagem de alternancias corretas comparado ao grupo Controle nos protocolos de
prevencao e reversao {Prevenc¢do: [CDS 0,1 + Sal (89,13 + 2,943); CDS 0,3 + Sal
(75,75 £2,651); CDS 1 + Sal (83,44 + 2,714); CDS 3 + Sal (76,22 + 3,135); Li + Sal
(79,67 £ 3,263)]; Reversdo: [Sal + CDS 0,1 (89,00 + 3,950); Sal + CDS 0,3 (77,17 +
2,428); Sal + CDS 1 (87,67 + 3,451); Sal + CDS 3 (83,80 + 6,704) Sal + Li(73,50 +
3,538)]}.
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Figura 14 — Porcentagem de alternincias corretas no teste de Y Maze. As barras
representam a média =+ erro padrao da média. Em A, protocolo de Prevencao e, em B, protocolo
de Reversdo. (Veh = Veiculo; Sal = Salina; CDS 0,1 = Candesartana 0,1 mg/Kg/dia; CDS 0,3 =
Candesartana 0,3 mg/Kg/dia; CDS 1 = Candesartana 1 mg/Kg/dia; CDS 3 = Candesartana 3
mg/Kg/dia; AMPH = Anfetamina; Li = Litio). °p < 0,05 versus grupo Controle; °p < 0.05
versus grupo Veh + AMPH, no protocolo de Prevengédo e grupo AMPH + Veh, no protocolo de
Reversdo de acordo com a analise de variancia, seguida pelo teste post-hoc Student-Newman-
Keuls.
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4.3 Determinacao dos niveis de glutationa reduzida

Verificou-se deple¢ao do contetdo de GSH pelo tratamento com AMPH no
cortex pré-frontal (p < 0,001) hipocampo (p < 0,001) e vérmis cerebelar (p < 0,05),
mostrando niveis significativamente inferiores comparado aos animais controles
[Cortex pré-frontal: Veh + AMPH (224,8 + 14,27); Controle (416,4 + 33,71);
Hipocampo: Veh + AMPH (512,9 + 20,60); Controle (728,3 + 41,14); Vérmis cerebelar
Veh + AMPH (543,4 + 20,59); Controle (683,1 + 46,60)]. No corpo estriado, nenhuma
diferenca foi observada entre os grupos [Veh + AMPH (490,2 + 12,92); Controle (575,1
+27,31)] (Figura 15).

O tratamento com litio (Li + AMPH) ndo conseguiu prevenir nenhuma das
alteragdes nos niveis de GSH induzidas pelo tratamento com AMPH [Cortex pré-frontal
(212,2 £ 7,305); Hipocampo (560,0 + 15,72); Corpo Estriado (449,6 + 16,12); Vérmis
Cerebelar (585,0 = 37,89)].

O tratamento com CDS preveniu essa redu¢do da defesa antioxidante no
hipocampo nas doses de 0,3 (p <0,001), 1 (p <0,001) e 3 mg/Kg (p <0,05) e na vérmis
cerebelar nas doses de 1 (p <0,01) e 3 mg/Kg (p <0,05), apresentando maior contetido
de GSH nessas areas quando comparado ao tratamento apenas com AMPH. As doses de
CDS 0,1 mg/Kg, no hipocampo e¢ de 0,1 e 0,3 mg/Kg, no vérmis cerebelar ndo
preveniram essa deple¢do [Hipocampo: CDS 0,1 + AMPH (629,8 + 45,12); CDS 0,3 +
AMPH (731,2 £ 39,05); CDS 1 + AMPH (751,4 + 15,81); CDS 3 + AMPH (679,7 +
32,26); Vérmis Cerebelar: CDS 0,1 + AMPH (646,5 + 29,07); CDS 0,3 + AMPH (561,6
+21,22); CDS 1 + AMPH (672,4 + 18,6); CDS 3 + AMPH (683,0 + 12,64)].

Nenhuma das doses de CDS apresentou diferenca nos niveis de GSH em relagao
ao tratamento com AMPH no coértex pré-frontal e corpo estriado [Cortex Pré-frontal:
CDS 0,1 + AMPH (250,1 + 19,16); CDS 0,3 + AMPH (211,5 + 9,245); CDS 1 + AMPH
(211,5 + 9,245); CDS 3 + AMPH (276,1 + 276,1); Corpo Estriado: CDS 0,1 + AMPH
(431,4 £ 22,46); CDS 0,3 + AMPH (616,4 = 70,72); CDS 1 + AMPH (496,9 + 16,91);
CDS 3 + AMPH (469,6 = 23,14)].

Litio ¢ CDS, administradas isoladamente, ndo alteraram os niveis de GSH

quando comparados ao grupo Controle em nenhuma das areas avaliadas.

56



Cortex Pré-frontal
500-

400—1 R
)
2 300 a
§§ 2 4 a
(=]
= 200
£
100
c T T T T T T T T T T T
F P o P Q? PLRLALLLL
()é\\&\.;ql\xéb @@Q@Q@Q N\ @
S & Q N \ N % \ %
dp 69 oW éﬁ % dp Q
IoX
C Corpo Estriado
800+
__ 600
(o]
o
T O
0 2 4001
O o
k)
£
200
0_

Hipocampo
1000+

800- b b
600 a

400

GSH
(ng/g tecido)

200

0_
¥ P P P P PR R Q
go‘\g\%\%xéé\»@@xx
S P N
QQQDAQ*VQ«Q

Vérmis Cerebelar

800+

Ho
| ]2

600 a

400+

GSH
(ng/g tecido)

200+

T T T T T T T T

Q Q
i
&

@\ \',\%Q\% )
Y

&
o @
ES Sk

Figura 15 — Niveis de GSH das areas cerebrais e cerebelar no protocolo de Prevencao. As
barras representam a média + erro padrao da média. Em A: cortex pré-frontal; B: hipocampo; C:

Corpo Estriado; D: Vérmis Cerebelar. (GSH =
CDS 0,1 = Candesartana 0,1 mg/Kg/dia; CDS 0,3 =

glutationa reduzida; Veh = Veiculo; Sal =
Candesartana 0,3 mg/Kg/dia; CDS 1

Salina;

Candesartana 1 mg/Kg/dia; CDS 3 = Candesartana 3 mg/Kg/dia; AMPH = Anfetamina; Li =
Litio). *p < 0,05 versus grupo Controle; °p < 0.05 versus grupo Veh + AMPH de acordo com a
analise de variancia, seguida pelo teste post-hoc Student-Newman-Keuls.
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Na Reversdo, os niveis de GSH apresentaram-se diminuidos pelo tratamento
com AMPH comparado ao Controle nas areas avaliadas [Cortex pré-frontal (p < 0,001):
AMPH + Veh (383,1 + 13,44); Controle (537,4 + 33,71); Hipocampo (p < 0,05): AMPH
+ Veh (383,1 + 13,44); Controle (537,4 = 33,71); Corpo estriado (p < 0,001): AMPH +
Veh (383,1 + 13,44); Controle (537,4 = 33,71)]. No vérmis cerebelar, ndo foi observada
nenhuma alteracdo no conteido de GSH pelo tratamento com AMPH comparado ao
controle [AMPH + Veh (592,1 + 14,44); Controle (629,5 + 28,60)] (Figura 16).

Da mesma forma que na Preven¢ao, na Reversao, nao se verificou efeito do litio
em restaurar os niveis de GSH depletados pelo tratamento com AMPH [Cortex Pré-
frontal (404,7 + 8,203); Hipocampo (489,7 + 13,47); Corpo Estriado (435,4 + 10,83);
Vérmis Cerebelar (567,3 + 17,17)].

Ja a CDS apresentou efeito em todas as regides avaliadas. No cortex pré-frontal,
apenas a dose de 1 mg/kg ndo aumentou os niveis de GSH em relagdo ao grupo que
recebeu apenas AMPH, sendo os valores de GSH das doses de 0,1 (p < 0,01), 0,3 (p <
0,05) e 3 mg/kg (p < 0,05) estatisticamente significativos comparado a esse grupo
[AMPH + CDS 0,1 (494,2 + 23,00); AMPH + CDS 0,3 (480,2 + 30,57, AMPH + CDS 1
(462,3 £ 9,540); AMPH + CDS 3 (475,6 £ 20,71)]. No Hipocampo, apenas a dose de
CDS 0,3 mg/kg apresentou o efeito de reverter a reducdo de GSH induzida pela AMPH
(p < 0,05) [AMPH + CDS 0,1 (538,7 + 23,18); AMPH + CDS 0,3 (561,3 £+ 22,27);
AMPH + CDS 1 (445,0 £ 16,62); AMPH + CDS 3 (490,9 + 13,61)]. No corpo estriado,
apenas a maior dose de CDS restaurou os niveis de GSH (p < 0,01) [AMPH + CDS 0,1
(433,7+ 13,44); AMPH + CDS 0,3 (469,0 + 38,07); AMPH + CDS 1 (435,4 + 10,83);
AMPH + CDS 3 (537,3 + 24,63)]. No vérmis cerebelar, apesar do tratamento com
AMPH nao ter reduzido o conteudo de GSH comparado ao controle, nos animais
tratados com AMPH e CDS, a maior dose desse farmaco aumentou os niveis de GSH
nessa area, diferindo dos animais tratados apenas com AMPH (p < 0,01) [AMPH +
CDS 0,1 (656,2 +49,08); AMPH + CDS 0,3 (708,8 + 26,18); AMPH + CDS 1 (686,5 +
38,06); AMPH + CDS 3 (783,3 £+ 49,63)].

O litio administrado sozinho ndo alterou os niveis de GSH em nenhuma regiao
quando comparado ao Controle. Entretanto, a CDS na dose de 3 mg/kg aumentou GSH
no hipocampo (772,6 + 26,87) e corpo estriado (785,3 + 18,30) comparado ao Controle,
enquanto a dose de 1 mg/Kg aumentou esses niveis apenas no hipocampo (756,3 +

47,53).
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Figura 16 — Niveis de GSH das areas cerebrais e cerebelar no protocolo de Reversdo. As
barras representam a média + erro padrdo da média. Em A: cortex pré-frontal; B: hipocampo; C:
Corpo Estriado; D: Vérmis Cerebelar. (GSH = glutationa reduzida; Veh = Veiculo; Sal = Salina;
CDS 0,1 = Candesartana 0,1 mg/Kg/dia; CDS 0,3 = Candesartana 0,3 mg/Kg/dia; CDS 1 =
Candesartana 1 mg/Kg/dia; CDS 3 = Candesartana 3 mg/Kg/dia; AMPH = Anfetamina; Li =
Litio). *p < 0,05 versus grupo Controle; °p < 0.05 versus grupo AMPH + Veh de acordo com a
analise de variancia, seguida pelo teste post-hoc Student-Newman-Keuls.
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4.4 Determinacao da Peroxidacao Lipidica

Na Prevencao, observou-se aumento significativo da peroxidagdo lipidica nos
animais tratados com AMPH, evidenciado pelos niveis elevados de MDA desses
animais no cortex pré-frontal (p < 0,05), hipocampo (p < 0,05) e vérmis cerebelar (p <
0,001) quando comparado aos animais controle. Nao foram observadas diferencas entre
os grupos Controle e Veh + AMPH no corpo estriado [Cortex pré-frontal: Veh + AMPH
(108,2+ 8,423); Controle (79,68 + 6,313); Hipocampo: Veh + AMPH (187,6 £ 12,71);
Controle (148,5 + 3,340); Corpo Estriado: Veh + AMPH (45,59 + 5,811); Controle
(36,78 + 4,910); Vérmis Cerebelar: Veh + AMPH (129,3 + 8,677); Controle (25,79 +
1,411)] (Figura 17).

O tratamento com litio preveniu significativamente o aumento de MDA apenas
no cortex pré-frontal (p < 0,001) [Cortex pré-frontal (66,06 = 4,436); Hipocampo (146,0
+ 6,175); Corpo Estriado (41,90 + 3,015); Vérmis Cerebelar (130,5 + 5,986)].

Observou-se efeito da CDS na reducdo da peroxidagdo lipidica no cortex pré-
frontal, hipocampo e vérmis cerebelar. No cortex pré-frontal, a CDS preveniu o
aumento de MDA induzido pela AMPH nas doses de 0,1 (p <0,01), 0,3 (p <0,05) e 1
mg/Kg (p < 0,05) [CDS 0,1 + AMPH (81,76 + 4,507); CDS 0,3 + AMPH (82,56 +
4,078); CDS 1 + AMPH (84,13 + 3,544); CDS 3 + AMPH (87,85 + 4,270)]. No
hipocampo, os grupos tratados com AMPH e CDS 0,3 ou CDS 3 apresentaram niveis
inferiores de MDA quando comparados ao grupo Veh + AMPH (p < 0,001) [CDS 0,1 +
AMPH (154,2 + 7,935); CDS 0,3 + AMPH (106,8 + 4,826); CDS 1 + AMPH (156,9 +
4,865); CDS 3 + AMPH (115,8 = 17,40)]. J4 no vérmis cerebelar, apenas a dose de CDS
1 mg/Kg foi capaz de prevenir a peroxidagdo lipidica nessa regido, diferindo dos
animais tratados apenas com AMPH (p < 0,001) [CDS 0,1 + AMPH (114,0 + 9,891);
CDS 0,3 + AMPH (114,9 £ 6,135); CDS 1 + AMPH (91,37 + 8,834); CDS 3 + AMPH
(101,1 £ 6,943)]. No corpo estriado, ao contrario das demais areas, a Unica alteracdo
observada foi o aumento de MDA do grupo CDS 3 + AMPH quando comparado ao
grupo Veh + AMPH (p < 0,05) [CDS 0,1 + AMPH (54,69 + 3,674); CDS 0,3 + AMPH
(62,71 £ 4,425); CDS 1 + AMPH (59,71 +4,411); CDS 3 + AMPH (67,06 + 5,186)].

Tanto o litio quanto a CDS ndo apresentaram efeito quando administrados

sozinhos, sendo os resultados semelhantes ao grupo Controle.

60



A Hipocampo
Cotex Pré-frontal 250-
150+ a
__ 2004
a [e)
3 3 150
S 100 b b b <8 b b
g2 b =2
=2 S 100
o 1S
E 501 =
\:_L/ 50_
0 0-
I N P \?)fb’bfb’bfb\?‘\?‘\?“?‘\?‘\?‘
&So\.x@,bx%[bx@@x%[b 9@\§%§~2‘?§2~2‘§~2‘?§2~2‘§2~2‘ c}‘ 2o %%%§§§§§§
< \/\9&6&0%\06%@‘3 NN © OQOQQO(OQQ & Vv Q“’ o o >
PP PP oY o7 P o 'S
MG % © O 2 RN
L oo S O
C D
Corpo Estriado Vérmis Cerebelar
80 b 150 a
T T
—~ 60 = b
S S 100
<8 < 8
S o 40 So
° []
g g 50
2 201 2 rl
0- c n T T T T T T T T T T T
Y N » » » » »
\&o\% xef&x%fz}x%fz}x%@ xefb @@2‘ @2*2‘ @2*2‘ @@2‘ @QQ\ @2%‘ \@QJX%'D x%'b x(o'b x%'b x%'b @QQ‘ @@2‘ @QQ‘ @@2‘ @@2‘ @@2‘
ISR RN S Sl S SR Sl o FT N N 5 ¥ Y v v Y%
O 9@ ggk.)()% OO% é}\x \,/\x N 'bx 9,\x rb>< O 69. %Q Q% Q% é}\x \}x R {bx (o,\x {bx
Q7 Q K\ Q- _QF S Q7 Q7 O O« Q- QF S
& o P Y &»ao PP Y

Figura 17 — Niveis de MDA das areas cerebrais e cerebelar no protocolo de Prevencio. As
barras representam a média + erro padrdo da média. Em A: cortex pré-frontal; B: hipocampo; C:
Corpo Estriado; D: Vérmis Cerebelar. (MDA = malonaldeido; Veh = Veiculo; Sal = Salina;
CDS 0,1 = Candesartana 0,1 mg/Kg/dia; CDS 0,3 = Candesartana 0,3 mg/Kg/dia; CDS 1 =
Candesartana 1 mg/Kg/dia; CDS 3 = Candesartana 3 mg/Kg/dia; AMPH = Anfetamina; Li =
Litio). °p < 0,05 versus grupo Controle; °p < 0.05 versus grupo Veh + AMPH de acordo com a
analise de variancia, seguida pelo teste post-hoc Student-Newman-Keuls.
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Na Reversao, foi observado aumento do contetido de MDA pelo tratamento com
AMPH em todas as areas avaliadas quando comparado ao grupo Controle [Cortex pré-
frontal: AMPH + Veh (131,6 = 6,079); Controle (76,73 + 6,095); Hipocampo: AMPH +
Veh (276,4 + 15,58); Controle (159,2 + 7,816); Corpo Estriado: AMPH + Veh (252,2 +
15,49); Controle (50,39 + 3,041); Vérmis Cerebelar AMPH + Veh (71,52 + 6,244);
Controle (25,79 + 1,411)] (Figura 18).

O litio reduziu a peroxidacao lipidica no cortex pré-frontal e corpo estriado (p<
0,001) [Cortex pré-frontal (83,10 + 5,496); Hipocampo (253,3 £+ 11,75); Corpo Estriado
(71,22 £ 3,645); Vérmis Cerebelar (55,48 = 3,618)].

Verificou-se que a CDS foi eficaz na redugdo da peroxidagao lipidica em todas
as areas cerebrais avaliadas. No cortex pré-frontal, apenas o grupo AMPH + CDS 0,1
ndo diferiu do grupo AMPH + Veh, estando os valores de MDA das demais doses de
CDS significativamente inferiores ao grupo que recebeu somente AMPH (p < 0,001)
[AMPH + CDS 0,1 (108,0 + 8,740); AMPH + CDS 0,3 (92,00 + 4,318); AMPH + CDS
1 (87,70 + 3,391); AMPH + CDS 3 (79,41 + 3,685)]. Da mesma forma que no cortex
pré-frontal, no corpo estriado as doses de CDS 0,3 (p < 0,05), 1 (p <0,001) e 3 mg/Kg
(p < 0,001) apresentaram menor peroxidacao lipidica quando comparado os niveis de
MDA desses grupos com os animais tratados apenas com AMPH [AMPH + CDS 0,1
(213,5 £ 13,89); AMPH + CDS 0,3 (185,3 + 22,71); AMPH + CDS 1 (95,18 + 6,340);
AMPH + CDS 3 (124,7 £ 18,79)]. No hipocampo, os grupos CDS 0,3 e CDS 3
impediram o aumento de MDA induzido pela AMPH (p < 0,001) [AMPH + CDS 0,1
(229,5 + 7,145); AMPH + CDS 0,3 (222,6 + 9,732); AMPH + CDS 1 (247,7 + 13,96);
AMPH + CDS 3 (184,1 £ 12,10)]. No vérmis cerebelar, ao contrario das demais areas
avaliadas, os grupos AMPH + CDS 0,1 (p < 0,001) e AMPH + CDS 0,3 (p < 0,01)
mostraram niveis elevados de MDA quando comparados ao grupo AMPH + Veh
[AMPH + CDS 0,1 (164,7 + 17,43); AMPH + CDS 0,3 (133,2 +9,368); AMPH + CDS
1 (89,33 +£16,36); AMPH + CDS 3 (70,63 + 15,15)].

Nenhuma das drogas, litio ou CDS, administradas sozinhas alteraram os niveis

de MDA quando comparado ao Controle.
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Figura 18 — Niveis de MDA das areas cerebrais e cerebelar no protocolo de Reversao. As
barras representam a média + erro padrdo da média. Em A: cortex pré-frontal; B: hipocampo; C:
Corpo Estriado; D: Vérmis Cerebelar. (MDA = malonaldeido; Veh = Veiculo; Sal = Salina;
CDS 0,1 = Candesartana 0,1 mg/Kg/dia; CDS 0,3 = Candesartana 0,3 mg/Kg/dia; CDS 1 =
Candesartana 1 mg/Kg/dia; CDS 3 = Candesartana 3 mg/Kg/dia; AMPH = Anfetamina; Li =
Litio). °p < 0,05 versus grupo Controle; °p < 0.05 versus grupo AMPH + Veh de acordo com a
analise de variancia, seguida pelo teste post-hoc Student-Newman-Keuls.
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4.5 Avaliacao dos parametros de neuroplasticidade

4.5.1 BDNF

Em ambos os protocolos de tratamento, verificou-se reducdo do nivel
hipocampal de BDNF pela AMPH, sendo os resultados dos grupos Veh + AMPH (p <
0,001) e AMPH + Veh (p < 0,01) inferiores quando comparado aos grupos Controle
[Prevengdo: Controle (1361 + 55,02); Veh + AMPH (1076 + 49,00); Reversdo:
Controle (1335 £+ 52,90); AMPH + Veh (1077 + 22,86)] (Figura 19).

O litio preveniu e reverteu a redu¢do de BDNF induzida pela AMPH, havendo
diferenga entre os grupos Li + AMPH versus Veh + AMPH (p < 0,05) e AMPH + Li
versus AMPH + Veh (p < 0,05) [Prevengao: Li + AMPH (1200 £ 26,24); Reversdo:
AMPH + Li (1350 £ 27,19)].

Verificou-se que ambas as doses de CDS avaliadas foram eficazes tanto em
prevenir [CDS 0,3 + AMPH versus Veh + AMPH (p < 0,001); CDS 1 + AMPH versus
Veh + AMPH (p < 0,01)] quanto em reverter [AMPH + CDS 0,3 versus AMPH + Veh
(p < 0,01); AMPH + CDS 1 versus AMPH + Veh (p < 0,05)] a redugdo de BDNF
quando comparadas aos grupos tratados apenas com AMPH [Preven¢ao: CDS 0,3 +
AMPH (1369 + 35,70); CDS 1 + AMPH (1281 + 32,43); Reversdo: AMPH + CDS 0,3
(1405 £ 60,09); AMPH + CDS 1 (1243 £+ 36,30)].

4.5.2 Fosfo-Ser9-GSK-3f

Na prevengdo, a AMPH reduziu o nivel hipocampal de fosfo-Ser9-GSK-3 quando
comparado ao grupo Controle (p < 0,001) [Controle (290,7 + 4,304); Veh + AMPH
(245,4 £ 7,959)]. O tratamento com litio aumentou a fosforilagdo da GSK-3p, sendo os
niveis de fosfo-Ser9-GSK-3 superiores quando comparado ao grupo Veh + AMPH (p
<0,001) e ao Controle (p <0,01) [Li + AMPH (318,9 = 9,899)]. Todas as doses de CDS
avaliadas reduziram o nivel de fosfo-Ser9-GSK-3f, sendo os valores inferiores quando
comparado ao grupo Controle [CDS 0,3 + AMPH (261,6 + 5,105) (p <0,01); CDS 1 +
AMPH (210,2 £ 2,579) (p < 0,001)]. A maior dose de CDS diferiu, ainda, do grupo Veh
+ AMPH, apresentando menores valores de fosfo-Ser9-GSK-3f (p < 0,001) (Figura 20).

Na reversdo, nenhuma diferenga foi observada entre os grupos [Controle (288,2 +
4,508); AMPH + Veh (307,2 £ 16,92); AMPH + Li (295,1 + 6,469); AMPH + CDS 0,3
(282,6 +2,800); AMPH + CDS 1 (272,4 + 7,822)].
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Figura 19 — Niveis de BDNF no hipocampo de animais submetidos a0 modelo de mania
induzido por AMPH. As barras representam a média = erro padrdo da média. Em A, protocolo
de Prevengdo e, em B, protocolo de Reversdo. (BDNF = Fator Neurotrofico derivado do
cérebro; CDS 0,3 = Candesartana 0,3 mg/Kg/dia; CDS 1 = Candesartana 1 mg/Kg/dia; AMPH =
Anfetamina; Li = Litio; Veh = Veiculo). *p < 0,05 versus grupo Controle; °p < 0.05 05 versus
grupo Veh + AMPH, no protocolo de Prevengdo e grupo AMPH + Veh, no protocolo de

Reversdo de acordo com a analise de variancia, seguida pelo teste post-hoc Student-Newman-
Keuls.
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Figura 20 — Niveis de fosfo-Ser9-GSK-3f no hipocampo de animais submetidos ao
modelo de mania induzido por AMPH. As barras representam a média + erro padrdo da
média. Em A, protocolo de Prevengdo e, em B, protocolo de Reversdo. (BDNF = Fator
Neurotrofico derivado do cérebro; CDS 0,3 = Candesartana 0,3 mg/Kg/dia;, CDS 1 =
Candesartana 1 mg/Kg/dia; AMPH = Anfetamina; Li = Litio; Veh = Veiculo). °p < 0,05 versus
grupo Controle; °p < 0.05 05 versus grupo Veh + AMPH, no protocolo de Prevengio e grupo
AMPH + Veh, no protocolo de Reversdo de acordo com a andlise de varidncia, seguida pelo
teste post-hoc Student-Newman-Keuls.
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4.6 Avaliacao dos niveis de TNF-a

Na prevengdo, verificou-se aumento dos niveis hipocampais de TNF-a pela
AMPH quando comparado ao grupo Controle (p < 0,01). Os tratamentos com Litio e
com ambas as doses de CDS estudadas foram eficazes em prevenir esse aumento de
TNF-a, sendo o resultado do grupo Li + AMPH inferior quando comparado ao grupo
Veh + AMPH (p < 0,05) e os valores dos grupos CDS 0,3 + AMPH e CDS 1 + AMPH
nao detectaveis pelo teste realizado (Tabela 3). Na reversao, nao houve diferenca dos
niveis de TNF-a entre os grupos. Entretanto, o grupo AMPH + Li apresentou niveis nao
detectaveis de TNF-a pelo teste realizado (Tabela 4).

No vérmis cerebelar, tanto na prevengdo (p < 0,01) quanto na reversdo (p < 0,05)
verificou-se aumento de TNF-a pela AMPH quando comparado ao grupo Controle. O litio
preveniu (p < 0,05) e reverteu (p < 0,001) esse aumento de TNF-a induzido pela AMPH.
Da mesma forma que o litio, ambas as doses de CDS avaliadas controlaram a alteracdo
desse marcador inflamatério nessa regiao, diferindo dos grupos tratados apenas com
AMPH [Preven¢do: CDS 0,3 + AMPH (p < 0,001); CDS 1 + AMPH (p < 0,001)
Reversdo: AMPH + CDS 0,3 (p <0,01); AMPH+ CDS 1 (p <0,01)] (Tabelas 3 e 4).
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Table 3 — Niveis de TNF-o no hipocampo e vérmis cerebelar de animais submetidos ao
protocolo de Prevengdo

Hipocampo Vérmis Cerebelar
TNF- a (pg/g tecido)
Controle 230.2 + 94,87 1284 + 64.89
Veh + AMPH 827 £ 205,9 1981 % + 271.2
Li+ AMPH 226.3° + 93,84 1458 ° + 77.72
CDS 0,3 + AMPH ND 1027 ° + 81.56
CDS 1 + AMPH ND 859.6° + 149.9

Os valores representam a média + erro padrdo da média. (TNF-a = Fator de Necrose Tumoral;
CDS 0,3 = Candesartana 0,3 mg/Kg/dia; CDS 1 = Candesartana 1 mg/Kg/dia; AMPH =
Anfetamina; Li = Litio; Veh = Veiculo;, ND = Nio detectavel). p < 0,05 versus grupo
Controle; °p < 0.05 05 versus grupo Veh + AMPH de acordo com a analise de variancia,
seguida pelo teste post-hoc Student-Newman-Keuls.

Table 4 - Niveis de TNF-o no hipocampo e vérmis cerebelar de animais submetidos ao
protocolo de Reversdo

Hipocampo Vérmis Cerebelar
TNF- a (pg/g tecido)
Controle 156.5 + 73.15 1284 + 64.89
AMPH + Veh 323.8 + 81.02 1536 * £ 93.50
AMPH + Li ND 1056 ° + 80.09
AMPH + CDS 0,3 164.0 + 77.84 1157° + 55.78
AMPH + CDS 1 249.1 + 115.1 1101 ° + 50.22

Os valores representam a média + erro padrdo da média (TNF-« = Fator de Necrose Tumoral;
CDS 0,3 = Candesartana 0,3 mg/Kg/dia; CDS 1 = Candesartana 1 mg/Kg/dia; AMPH =
Anfetamina; Li = Litio; Veh = Veiculo; ND = Nio detectavel). p < 0,05 versus grupo
Controle; °p < 0.05 05 versus grupo AMPH + Veh de acordo com a analise de variancia,
seguida pelo teste post-hoc Student-Newman-Keuls.
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5 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostram de maneira inédita que a CDS ¢ capaz
de prevenir e reverter as alteragdes comportamentais induzidas pelo modelo de mania
por AMPH. Este efeito comportamental foi acompanhado pela prevencao e reversao das
alteracdes nos niveis de GSH, TBARS, BDNF e TNF-a observados pela administragdo
repetida da AMPH, mostrando que o efeito sobre a neuroplasticidade e os efeitos
antioxidante e anti-inflamatorio deste fairmaco sdo responsaveis, em parte, pelo seu
possivel efeito antimaniaco.

O estudo de drogas para o tratamento do TAB tem sido de extrema relevancia,
uma vez que a terapia disponivel atualmente apresenta baixa resposta pelos pacientes.
Além disso, torna-se imperativa a necessidade de se encontrar drogas que possuam acao
positiva sobre a cogni¢do, visto que a maioria dos pacientes com TAB apresentam
comprometimento cognitivo, com consequente incapacidade funcional e deterioragdo da
qualidade de vida (MORA et al.,, 2013). Diante dessas evidéncias, esse trabalho
apresenta dados que revelam o potencial da CDS para o tratamento do TAB, devido a
sua a¢do sobre a atividade locomotora e cogni¢ao no modelo animal de mania induzido
por AMPH.

Os resultados do presente estudo demonstraram, conforme previamente
mencionado, que a CDS ¢ eficaz na reversdo e prevengcdo das alteracdes de
hiperlocomogado induzidas pela AMPH, indicando que esta droga pode ser importante
para o tratamento dos episddios agudos de mania, assim como para o tratamento de
manutencdo do TAB. Sendo a hiperatividade uma caracteristica determinante da mania
e definidora do TAB (YOUNG et al., 2007), esse ¢ o parametro avaliado nos modelos
animais de mania para validagdo do efeito antimaniaco de drogas candidatas ao
tratamento do TAB. Estudos prévios estabeleceram que os estabilizadores de humor
convencionais, tais como Litio e valproato, sdo capazes de prevenir e reverter as
altera¢des de hiperlocomocdo observadas nos animais tratados com AMPH, indicando,
assim, a adequada validade preditiva desse modelo (FREY et al., 2006c;
VALVASSORI et al., 2010; MACEDO et al., 2012). Vale ressaltar que, nesse estudo,
os resultados de atividade locomotora dos animais que receberam CDS antes e depois
da AMPH foram semelhantes aos grupos que receberam litio e aos grupos controle.

Esse estudo evidencia também o efeito positivo da CDS sobre a cognigdao. O

comprometimento cognitivo observado nos pacientes bipolares, mesmo durante
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periodos de remissdo dos episddios maniacos e depressivos estd associado a uma
deterioracdo na qualidade de vida desses pacientes e a um pior progndstico da patologia
e a terapia farmacoldgica atual ndo tem auxiliado nesse processo de neuroprogressao
(KAPCZINSKI et al., 2009; LOPEZ-JARAMILLO et al., 2010; BERK et al., 2011).
Nesse pacientes, sao encontradas, principalmente, disfungdes na fungdo executiva, na
memoria verbal e na velocidade de processamento (GILDENGERS et al., 2013).
Conforme esperado, devido a a¢do neurotoxica da AMPH (FREY et al., 2006a,b;
VALVASSORI et al., 2010), nesse estudo, esse farmaco prejudicou a memoria de
trabalho dos animais avaliada pelo teste de Y Maze e a CDS foi eficaz na prevengao e
reversdo desse déficit cognitivo. Esse resultado ¢ altamente relevante, pois fArmacos que
auxiliam na preven¢do do declinio cognitivo de pacientes com TAB tem uma
consideravel importancia clinica (BERK et al., 2011; DODD et al., 2013). Alguns
trabalhos sdo congruentes com esse achado, como o estudo que avaliou a administragao
de CDS por 14 dias na prevengdo do déficit de memoria induzido por estreptrozotocina
administrada ICV em camundongos (TOTA et al., 2009). Além disso, a administragdo
desse farmaco durante a inducdo de estresse por contengao mostrou que o bloqueio de
receptores AT1 neutralizou efetivamente os efeitos deletérios do estresse sobre a
memoria (BRASZKO et al., 2013). Segundo Yagi e colaboradores (2013), os ARBs
parecem ser eficazes na prevengdo do declinio cognitivo pela supressdo do SRA no
hipocampo, area que desempenha papel importante na cogni¢ao. Concordando com os
autores, foi demonstrado no nosso estudo o efeito neuroprotetor da CDS nessa regiao
cerebral, observado pela reducdo do estresse oxidativo, da inflamagdo e pelo aumento
de BDNF. Esses dados confirmam a hipdtese de que esse farmaco pode representar uma
estratégia promissora na prevengdo dos déficits cognitivos presentes nos pacientes
bipolares.

Estudos pré-clinicos, como na doenga de Parkinson (CASTRO et al., 2012) e na
doenca de Alzheimer (FIORENTINI et al., 2010), mostraram melhora da funcdo
cognitiva pelo litio nesses modelos animais. Além disso, estudos anteriores atribuem
acdes neuroprotetoras e neurotroficas a esse farmaco no modelo animal induzido por
AMPH (FREY et al., 2006a; FREY et al., 2006c; MACEDO et al., 2012), levando-se,
portanto, a expectativa do aprimoramento cognitivo pelo litio nesse modelo de mania.
Entretanto, os resultados desse estudo mostraram que o litio ndo foi capaz de reverter
nem prevenir o prejuizo cognitivo induzido pela AMPH avaliado pelo teste Y Maze.

Esse resultado estd de acordo com a visdo predominante da psiquiatria clinica, bem
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como com os relatos subjetivos de pacientes tratados com litio, que associam esse
farmaco com a perda cognitiva (TSALTAS & KONTIS, 2009). Confirmando esses
dados, diversos estudos anteriores relataram pouco ou nenhum efeito do litio sobre o
desempenho cognitivo de pacientes bipolares (ENGELSMANN et al., 1988; LOPEZ-
JARAMILLO et al., 2010; MORA et al., 2013).

Os ARBs, que possuem principal indicacdo para tratamento da Hipertensao
Arterial Sistémica (ROBLES et al., 2013), tem sido apresentados recentemente como
potencialmente relevantes na terapia farmacologica de transtornos neuropsiquiatricos
(LIU et al.,, 2012; QUEIROZ et al., 2013; SAAVEDRA 2013). Essa nova indicagao
terapéutica proposta para essa classe de farmacos se deve a algumas acdes da Ang II
que, quando bloqueadas, podem apresentar efeitos neuroprotetores. Dentre essas agdes
se destacam a ativagao de vias pro-inflamatorias (BENICKY et al., 2011), o aumento da
producao de EROs (JUNG et al., 2007) e alteracdes na neuroplasticidade (AGARWAL
et al.,, 2013). Baseando-se nas propriedades neuroprotetoras e neurotroficas da CDS
(MERTENS et al.,, 2011; VILLAPOL et al.,, 2012; ALHUSBAN et al., 2013),
decidimos avaliar o efeito desse farmaco no conteido de GSH, uma defesa antioxidante,
na peroxidacao lipidica, na inflamacao e na neuropasticidade de animais submetidos ao
modelo animal de mania induzido por AMPH.

Um crescente corpo de evidéncias tem demonstrado um importante papel do
estresse oxidativo na fisiopatologia do TAB (KUNZ et al., 2008; GAWRYLUK et al.,
2011; RAFFA et al., 2012). No modelo de mania induzido por AMPH, encontram-se
alteracdes de marcadores de estresse oxidativo em regides do cérebro implicadas na
fisiopatologia desse transtorno, como o hipocampo, corpo estriado e cortex pré-frontal,
que sdao prevenidas e revertidas pelo litio e valproato (FREY et al., 2006c;
VALVASSORI et al., 2010; MACEDO et al., 2012). Evidéncias mostram que o vérmis
cerebelar ¢ uma regido que também se encontra alterada em pacientes bipolares, area
referida como “cerebelo limbico” por participar do controle de funcdes afetivas (MILLS
et al, 2005; SCHMAHMANN et al., 2007; MONKUL et al, 2008;. BALDACARA et al,
2011; XAVIER & FERREIRA, 2012). Apesar de seu envolvimento nessas fungoes, ¢
uma regido que ainda nao havia sido estudada em modelos animais de mania e, assim
como as demais areas citadas, esse estudo mostrou que o vérmis cerebelar também
apresenta alteracdes de estresse oxidativo induzidas pela AMPH, além da ocorréncia de

processo inflamatorio.
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O mecanismo pelo qual a AMPH aumenta o estresse oxidativo ¢ atribuido ao
acumulo intracelular de DA, predispondo a forma¢do de quinonas, que podem reagir
com proteinas e com o DNA. A AMPH pode levar, ainda, ao aumento da formagao de
EROs por inibir alguns complexos da cadeia transportadora de elétrons nas
mitocondrias, além de induzir apoptose neuronal via ativagdo de caspases, o que
contribui para o aumento da neurotoxicidade (FREY et al., 2006b; VALVASSORI et
al., 2010). O déficit de GSH pode estar envolvido com a peroxidagado lipidica celular,
sendo um possivel indicador indireto de danos nas membranas neuronais (DRINGEN &
HIRRLINGER, 2003).

A CDS, assim como os estabilizadores de humor litio e valproato (FREY et al.,
2006¢c; MACEDO et al., 2012), apresentou efeitos antioxidantes em todas as areas
avaliadas, mostrando prevenir e reverter a deplecdo de GSH e o aumento da
peroxidacdo lipidica induzidos pela AMPH. Alguns estudos referentes ao potencial
antioxidante dos ARBs corroboram esses achados, mostrando, igualmente, que a
administracdo de CDS reduziu o produto de peroxidagao lipidica, o MDA, além de ter
restaurado os niveis de GSH cerebral (OZACMAK et al., 2007; TOTA et al., 2009). A
acdo antioxidante dos ARBs ¢ consequéncia do bloqueio da ligacdo da Ang II aos
receptores AT1 que ativam a enzima NOX (JUNG et al., 2007). A NOX tem um papel
central na ocorréncia de estresse oxidativo, uma vez que utiliza o NADH e/ou NADPH
como substrato para a producao de anions superdoxido (GRIENDLING et al., 2000). O
O, serve como aceptor fisiologico para a familia das enzimas NOX para produgao
primaria de EROs, acdo com papel fisioldgico e adaptativo importantes, principalmente
na defesa do hospedeiro contra patdogenos invasores e na sinalizagdo celular. No entanto,
existem evidéncias crescentes de que essa enzima contribui para a patogénese de uma
série de doencas (BERNARD et al., 2013), incluindo ansiedade e depressao (GARD et
al., 2004; LIU et al., 2012). Estudos mostram que os ARBs diminuem a expressao da
NOX e a atividade dessa enzima e, consequentemente, reduzem a geragdo de EROs
(SAIOTH et al, 2010;. PANG et al, 2012). Outro estudo reforca esse efeito antioxidante
desses farmacos ao mostrar que o tratamento com CDS diminuiu a expressao das
subunidades gp91phox e p22phox, componentes da enzima NOX presente na membrana
celular (SHAO et al., 2006). Portanto, ¢ possivel que o bloqueio de receptores AT1 pela
CDS tenha levado a uma menor liberagdo de EROs secundéaria a administracdo de
AMPH, havendo menor dano as membranas celulares e, consequentemente, menor

peroxidacdo lipidica e producao de MDA. Além disso, a menor produ¢dao de EROs pode
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ter levado a reducdo do consumo de defesas antioxidantes e, consequentemente, o
consumo celular de GSH foi menor.

Nesse estudo, avaliou-se ainda se o efeito da CDS na redugdo da
hiperlocomog¢ao induzida pela AMPH poderia estar relacionado com alteragdes de
neuroplasticidade no hipocampo. O hipocampo ¢ uma das regides cerebrais dos
mamiferos que retém, durante a vida pos-natal, a capacidade de gerar novos neurdnios
e, em roedores, a neurogénese hipocampal ¢ altamente dinamica (BOUCHARD-
CANNON et al., 2013), sendo, portanto, a area cerebral mais amplamente estudada para
avaliacdo das alteracdes de neuroplasticidade. O BDNF ¢ uma neurotrofina que
apresenta papel central na plasticidade sindptica e neurogénese e alguns estudos tem
sugerido reducdo dessa neurotrofina durante as alteracdes de humor em pacientes
bipolares quando comparado a individuos sauddveis. Além disso, estudos revelam que
os niveis de BDNF reduzem com a idade e progressao da doenga, sendo normalizados
apos tratamento com estabilizadores de humor (CUNHA et al., 2006; MACKIN et al.,
2007; KAUER-SANT'ANNA et al., 2009; FERNADES et al., 2011). Assim como nos
estudos clinicos, que mostram o envolvimento de alteracdes dos niveis de BDNF na
fisiopatologia do TAB, no modelo animal de mania induzido por AMPH essa
neurotrofina também encontra-se reduzida no cortex pré-frontal e hipocampo dos
animais. Além disso, esses estudos mostram efeito de estabilizadores de humor em
restaurar os niveis de BDNF para valores semelhantes aos dos animais controle (FREY
et al., 2006a; MACEDO et al., 2012). De fato, nosso estudo verificou redugdo dos
niveis hipocampais de BDNF pela AMPH e tanto a CDS quanto o litio foram eficazes
em prevenir e reverter a alteracdo dessa neurotrofina. Reforcando esses dados, trabalhos
anteriores utilizando roedores mostraram efeito neuroprotetor de bloqueadores de
receptores AT1 em modelos de hipertensao arterial e isquemia cerebral pelo aumento da
expressdo de BDNF e seu receptor TrkB (KRIKOV et al., 2008; KISHI et al., 2012).

A GSK-3p ¢ constitutivamente ativa e apresenta papel importante na regulacao
de maltiplos alvos, como fatores de transcri¢do, enzimas e proteinas do citoesqueleto
(KOCKERITZ et al, 2006). Com isso, essa proteina quinase pode alterar a plasticidade
neuronal, modulando a arquitetura celular, a neurogénese, a expressao génica ¢ a
habilidade dos neuronios em responder ao estresse (JOPE & ROH, 2006). A
participagdo da GSK-3p na fisiopatologia do TAB tem recebido atencdo nos ultimos
anos, em particular pelo efeito do litio na regulacao da sua atividade (PRICKAERTS et
al., 2006; O'BRIEN & KLEIN, 2009; LI et al., 2010; BENEDETTI et al., 2013). A
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atividade da GSK-3f ¢ regulada, principalmente, pela fosforilagao do residuo de serina
(Ser-9) na porcdo N-terminal da molécula, inibindo sua atividade, enquanto a
fosforilagdo do residuo de tirosina (Tyr-216) ativa essa proteina (FORDE & DALE,
2007). O litio pode inibir a GSK-3p tanto diretamente, por competir com o magnésio
quanto indiretamente, levando ao aumento da fosforilagao do residuo de serina (JOPE,
1999). Dados clinicos mostram que o nivel de fosfo-Ser9-GSK-3B em pacientes
bipolares tratados com litio ¢ maior que controles saudaveis (LI et al., 2007; LI et al.,
2010). O presente estudo revelou, de fato, que o tratamento com litio por 14 dias no
protocolo de prevencdo aumentou os niveis de fosfo-Ser9-GSK-3 comparado com o
tratamento com AMPH, sendo maior também que dos animais controle. No protocolo
de prevencdo, a AMPH reduziu os niveis de fosfo-Ser9-GSK-3f, o que também foi
demonstrado por um estudo realizado recentemente, onde esse farmaco aumentou o
nivel total de GSK-3f e reduziu os niveis de fosfo-Ser9-GSK-33 (CECHINEL-RECCO
et al, 2012). A inativacdo da GSK-3B ndo foi aumentada pela CDS e foi, ainda,
reduzida pela maior dose desse farmaco no protocolo de preven¢dao quando comparado
ao tratamento com AMPH. Agarwal e colaboradores (2013) reportaram recentemente
um pequeno, mas significativo aumento da fosforilagdo da GSK-3B (Ser-9) e um
expressivo aumento da fosforilagdo da GSK-3 (Tyr-216) em células neuronais
expostas a Ang II, sugerindo a ativagdo dessa proteina quinase pela Ang II. Dessa
forma, a CDS pode ter reduzido a ativagdo da GSK-3f ao bloquear a Ang II. Entretanto,
estudos futuros que revelam a taxa de fosforilagdo da GSK-3B-(Tyr-216) pela
fosforilagdo da GSK-3B-(Ser-9) sdo necessarios para avaliar o efeito da CDS sobre a
atividade dessa proteina quinase.

Devido a influéncia do TNF-a na neuroplasticidade, resiliéncia celular e
sobrevivéncia neuronal (BRIETZKE & KAPCZINSKI, 2008), decidimos, nesse estudo,
avaliar se o tratamento com AMPH levaria ao aumento dessa citocina, contribuindo
para o efeito neurotoxico desse fairmaco. Uma série de evidéncias apontam para o
envolvimento de anormalidades imunologicas na fisiopatologia do TAB (CUNHA et
al., 2008; KAUER-SANT'ANNA et al., 2009; BRIETZKE et al., 2009; BARBOSA et
al., 2013), o que, provavelmente, relaciona esse transtorno as comorbidades,
principalmente, cardiovasculares (HAMDANI et al, 2013). Estudos clinicos
demonstraram aumento de TNF-a em pacientes bipolares durante episddios maniacos e
depressivos (O'BRIEN et al., 2006; KIM et al., 2007). O TNF-a leva ao aumento de

processos apoptoticos pelo aumento da atividade da caspase-8 e caspase-3, aumento da
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ativacdo do NFkB e da excitotoxicidade glutamatérgica, o que pode justificar a perda
neuronal e glial observada nos pacientes bipolares (MACDONALD et al., 2003;
BRIETZKE & KAPCZINSKI, 2008). Entretanto, nenhum estudo havia mostrado ainda
a presenca de processo inflamatorio em modelos animais de mania, sendo o nosso
trabalho o primeiro a mostrar a ocorréncia de alteracdes nos niveis de TNF-a no modelo
de mania induzido por AMPH. Nesse estudo, o tratamento com AMPH levou ao
aumento de TNF-o em ambas as areas avaliadas, o que, provavelmente, contribuiu para
as alteragdes comportamentais induzidas pela AMPH. A CDS, da mesma forma que o
litio, apresentou atividade imunomodulatoria demonstrada pela reducao dos niveis de
TNF-a. De fato, varios estudos destacam efeito anti-inflamatério do litio. Esse farmaco
inibe a ativacdo da via GSK-3B/NFkB, levando a reducdo da inflamagdo (WANG et al.,
2013), além de reduzir a expressao de muitos genes que ativam vias pro-inflamatorias
(PADMOS et al., 2008). Em pacientes bipolares, existe uma correlagdao inversa entre o
nivel de TNF-a e a resposta ao litio (GULOKSUZ et al., 2012) e esses pacientes,
quando em tratamento com litio, mostram normaliza¢do de parametros inflamatdrios
(BOUFIDOU et al., 2004). Da mesma forma, recentemente, foi mostrado efeito anti-
inflamatério da CDS pela reducao da expressao génica de citocinas pro-inflamatoérias e
seus receptores em areas cerebrais envolvidas na emocdo, cognicdo € memoria
(BENICKY et al., 2011), o que pode explicar, nesse estudo, a redu¢do de TNF-a pela
administracao de CDS.

A via TNF-o/NFkB presente nas células neuronais parece desempenhar papel
importante na regulagdo da excitabilidade neuronal e na vulnerabilidade a
excitotoxicidade, principalmente no hipocampo (BRIETZKE et al, 2011).
Interessantemente, nesse estudo, o aumento de TNF-a coincidiu com a diminui¢do de
BDNF e da fosfo-Ser9-GSK-3B no hipocampo apds o tratamento com AMPH. Além
disso, tanto o litio quanto a CDS reduziram os niveis dessa citocina, a0 mesmo tempo
em que restauraram os niveis de BDNF e o litio aumentou, ainda, a fosfo-Ser9-GSK-33
no hipocampo.

Além dos parametros avaliados nesse estudo, outros aspectos poderiam justificar
o efeito antimaniaco da CDS no modelo de mania induzido por AMPH. O primeiro
deles refere-se a disfuncdo mitocondrial. Sabe-se que em pacientes com TAB e no
modelo de mania induzido por AMPH observa-se a presenca de disfun¢do mitocondrial,
o que leva a perda da fungdo e plasticidade neuronal (STECKERT et al., 2010;
VALVASSORI et al.,, 2010). Portanto, vale destacar o efeito da CDS sobre a
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manuten¢do da fun¢ao mitocondrial. Apesar de ainda nao ter sido avaliado o efeito dos
ARBs sobre a funcdo mitocondrial especificamente das células do cérebro,
possivelmente, esse pode ter sido um mecanismo que contribuiu para o efeito
neuroprotetor da CDS nesse modelo animal de mania, uma vez que esse farmaco foi
capaz de preservar a fungao mitocondrial de células renais em animais espontaneamente
hipertensos (DE CAVANAGH et al., 2005). A fungdo mitocondrial preservada implica
em manuten¢do do metabolismo energético neuronal adequado e, consequentemente,
menor risco de dano celular e alteragdes de fungdes cognitivas e comportamentais
caracteristicas do TAB (STECKERT et al., 2010).

Adicionalmente, nos ultimos anos, a PKC tem sido apresentada como um papel
chave na mania (CECHINEL-RECCO et al., 2012). Através da fosforilagio de uma
grande variedade de substratos, a PKC ¢ capaz de modular uma multiplicidade de
fungdes neuronais, como a sintese e liberagdo de neurotransmissores, a expressao génica
e a regulacdo de receptores e canais i0nicos. Farmacos inibidores da PKC atenuam a
hiperlocomogdo induzida pela AMPH, apoiando a eficiacia do bloqueio da PKC na
mania aguda (ABRIAL et al.,, 2011; ABRIAL et al., 2013). Vale destacar aqui os
estudos que mostram que a ativagao de receptores AT1 pela Ang II levam a ativacdo da
PKC e que, adicionalmente, o bloqueio desses receptores pelos ARBs diminuem a
atividade dessa enzima (SIMONIS et al., 2003; SAITOH et al., 2010), podendo ser um
dos mecanismos que contribuiram para o efeito antimaniaco da CDS nesse modelo
animal estudado.

Por fim, sabe-se que a AMPH, assim como outras drogas de abuso, induzem a
ativacdo do eixo HPA, com posterior liberacdo de ACTH e glicocorticoides, sendo o
aumento significativo e de forma dose-dependente (ARMARIO, 2010). Esse eixo
encontra-se alterado em um importante nimero de processos fisiopatologicos e
psicopatologicos, incluindo o TAB, sendo observado aumento dos niveis séricos de
glicocorticoides nos pacientes bipolares (PFAFFENSELLER et al., 2013). A ativagdo
do receptor AT leva a sintese e liberacdo de CRF, levando a liberagdo de ACTH e a
sintese de glicocorticoides (ARMANDO et al., 2007). Da mesma forma, a ativagdo do
eixo HPA pela AMPH parece também envolver o aumento da liberagao de CRF e
glicocorticoides (SWERDLOW et al., 1993). Essas evidéncias sugerem que, com o
bloqueio de receptores AT1 pela CDS, provavelmente a liberagdo de CRF induzida pela

AMPH foi menor, diminuindo os niveis de glicocorticoides e, consequentemente, os
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danos celulares induzidos por esse hormonio, o que pode ter contribuido para o efeito
antimaniaco e neuroprotetor da CDS nesse modelo animal.

As observacdes e os resultados discutidos nesse trabalho sugerem que o bloqueio
de receptores AT1 foi capaz de reduzir a neurotoxicidade induzida pela AMPH no
modelo animal de mania. Os dados indicam que os efeitos pleiotropicos da CDS sobre o
estresse oxidativo (aumento de GSH e redugdo de MDA), neuroinflamacgao (redugao de
TNF-a) e neuroplasticidade (aumento de BDNF) contribuiram para a acdo desse
farmaco sobre a atividade locomotora e desempenho cognitivo dos animais nos testes
comportamentais. Estudos posteriores poderiam ser desenvolvidos para investigar o
efeito da CDS sobre a fungdo mitocondrial e atividade da PKC no modelo de mania
induzido por AMPH, contribuindo para uma maior compreensdo dos mecanismos
envolvidos no efeito antimaniaco desse farmaco.

Além disso, existe uma forte correlacdo entre o TAB e a ocorréncia de
comorbidades médicas, como doengas cardiovasculares, diabetes mellitus, obesidade,
hipertensao e dislipidemia (MCINTYRE et al., 2007; GOMES et al., 2013). A CDS tem
sido mostrada como altamente eficaz no tratamento da hipertensdo, insuficiéncia
cardiaca, insuficiéncia renal e diabetes mellitus (GLEITER et al., 2004; ROBLES et al.,
2013), o que sugere, portanto, que o uso desse farmaco como adjuvante no tratamento
do TAB poderia favorecer o prognostico dos pacientes, uma vez atuando

preventivamente nas mudangas de humor e no desenvolvimento de comorbidades.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que a CDS, assim como o litio, apresenta importantes efeitos no
modelo de mania induzido por AMPH. Além disso, a CDS parece contemplar agdes
sobre os principais aspectos fisiopatologicos do TAB, ao mesmo tempo em que mostrou
efeitos positivos sobre a cogni¢do. Dessa forma, o bloqueio de receptores AT1 pode
representar uma nova abordagem para o tratamento do TAB, visto que a CDS
apresentou efeito antimaniaco, levou ao aprimoramento cognitivo e foi capaz de reduzir
a neurotoxicidade no modelo de mania induzido por AMPH. Uma vez que esse farmaco
apresenta um perfil de alta tolerabilidade em humanos, sugere-se que ensaios clinicos
sejam desenvolvidos para avaliacdo dos possiveis efeitos antimaniacos da CDS em

pacientes bipolares, porém ¢ necessario que se realizem mais estudos pré-clinicos.
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