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RESUMO

O transtorno afetivo bipolar (TAB) € um transtorno cronico, prevalente e associado a risco
aumentado de suicidio. A fisiopatologia do TAB permanece incerta. Variados estudos
apontam para o envolvimento do estresse oxidativo na neurobiologia do TAB. O acido a-
lipbico (AAL) vem sendo testado em diversas patologias do sistema nervoso central por
possuir atividades antioxidantes diversas, como: quelante de metais, regenerador de
antioxidantes enddgenos e neutralizador de espécies reativas do oxigénio. O AAL apresentou
efetividade e seguranca em diversos ensaios pré-clinicos e clinicos de patologias associadas a
danos oxidativos, como a neuropatia diabética e lesdes de isquemia-reperfusdo. Um dos
modelos animais de mania aguda mais amplamente caracterizado é o da hiperatividade
locomotora induzida por d-anfetamina (d-ANF). Trabalhos anteriores mostram que farmacos
estabilizadores do humor, como litio e valproato podem reverter e prevenir 0 aumento da
atividade locomotora induzida por d-ANF. Diversas evidéncias demonstram que o TAB esta
associado a um aumento do estresse oxidativo. Como o AAL apresenta atividade antioxidante
e ndo tinha sido estudado no TAB, o presente estudo objetivou testar os efeitos no AAL na
reversdo e prevencdo da mania induzida por d-ANF em camundongos. No protocolo de
reversdo, camundongos adultos receberam primeiramente d-anfetamina (d-ANF) 2mg/kg,
intraperitonealmente (i.p.) ou salina por 14 dias. Entre os dias 8 e 14, os animais receberam
AAL a 50 ou 100 mg/kg oralmente, litio (Li) 47,5 mg/kg i.p., ou salina. No protocolo de
prevencdo, os camundongos foram pré-tratados com AAL, Li ou salina antes da
administracdo de d-ANF. A atividade locomotora foi avaliada com o teste comportamental
campo aberto. A atividade da superoxido dismutase (SOD), os niveis de glutationa reduzida
(GSH) e substancia reativa ao acido tiobarbitdrico (TBARS) foram avaliados no cortex pré-
frontal (CPF), hipocampo (HC) e corpo estriado (CE). Em adicdo, os niveis de fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) foram mensurados no HC. O AAL e o Li
preveniram e reverteram o aumento da atividade locomotora induzida pela d-ANF. No
modelo de prevengdo, 0 AAL e o Li quando coadministrados com d-ANF preveniram o
aumento da atividade da SOD induzida pela d-ANF no HC e CE, respectivamente; o AAL e 0
Li preveniram a alteragdo do GSH no HC e a formacdo de TBARS em todas as areas do
cérebro estudadas. No modelo de reversdao, o0 AAL reverteu a diminuicdo da atividade da SOD
no CE. A formacdo de TBARS foi revertida pelo AAL e o Li em todas as &reas cerebrais
mencionadas. Adicionalmente, o AAL reverteu a diminui¢cdo dos niveis de BDNF e GSH no
HC. Conclusivamente, os resultados apresentados demonstraram que o AAL, similarmente ao
Li, é efetivo em reverter e prevenir alteracdes comportamentais e neuroquimicas induzidas
pela d-ANF, fornecendo base para o desenvolvimento de ensaios clinicos que investiguem o
possivel efeito antimaniaco do AAL.

Palavras-chave: acido a-lipdico, d-anfetamina, mania, modelo animal, estresse oxidativo,
BDNF.



ABSTRACT

Bipolar disorder (BD) is a chronic disorder, prevalent and associated with increased risk of
suicide. The pathophysiology of BD remains uncertain. Several studies point to the
involvement of oxidative stress in its neurobiology. The a-lipoic acid (AAL) has been tested
in several pathologies of the central nervous system once it has different antioxidant activities,
such as: metal chelator, regenerating endogenous antioxidants and neutralizing reactive
oxygen species. The AAL showed effectiveness and safety in various preclinical and clinical
studies with diseases associated with oxidative damage, such as diabetic neuropathy and
ischemia-reperfusion. One of the animal models of acute mania that is best characterized
nowadays is the locomotor hyperactivity induced by d-amphetamine (d-ANF). Previous
studies show that mood stabilizers such as lithium and valproate can reverse and prevent the
increase in locomotor activity induced by d-ANF. Many evidences show that BD is associated
with increased oxidative stress. As AAL has antioxidant activity and had not been studied in
BD vyet, the present study aimed to test the effects of AAL in the reversal and prevention of
mania induced by d-ANF in mice. In the reversal protocol, adult mice first received d-
amphetamine (d-ANF) 2mg/kg intraperitoneally (i.p.) or saline for 14 days. Between day 8
and 14 animals received AAL 50 or 100 mg / kg orally, lithium (Li) 47.5 mg / kg i.p. or
saline. In the prevention protocol, mice were pretreated with AAL, Li or saline before
administration of d-ANF. The locomotor activity was assessed using the open field behavioral
test. The activity of superoxide dismutase (SOD), the levels of reduced glutathione (GSH) and
thiobarbituric acid reactive substance (TBARS) were evaluated in the prefrontal cortex (CPF),
hippocampus (HC) and striatum (CE). In addition, the levels of brain-derived neurotrophic
factor (BDNF) were measured in the HC. AAL and Li prevented and reversed the increase in
locomotor activity induced by d-ANF. In the prevention model, the AAL and Li when co-
administered with d-ANF prevented the increase of SOD activity induced by d-ANF in HC
and CE, respectively; AAL and Li prevented the alteration of GSH levels in HC and TBARS
formation in all brain areas investigated. In the reversal model, AAL reversed the decrease in
SOD activity in CE. The formation of TBARS was reversed by AAL and Li in all brain areas
mentioned. Additionally, AAL reversed the decreased levels of BDNF and GSH in HC.
Conclusively, the results showed that the AAL, similarly to Li, is effective in reversing and
preventing behavioral and neurochemical changes induced by d-ANF, providing the basis for
the development of clinical trials to investigate the AAL’s possible antimanic effects.

Key-words: a-lipoic acid, d-amphetamine, animal model, mania, oxidative stress, BDNF.
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1 INTRODUCAO

1.1 TRANSTORNO AFETIVO BIPOLAR

O transtorno afetivo bipolar (TAB) é uma condicdo psiquiatrica severa e cronica,
anteriormente conhecida como distirbio maniaco-depressivo. Os pacientes bipolares
apresentam uma alternancia de humor incomum, o que acaba por afetar relacionamentos e
atividades diarias simples, piorando a qualidade de vida tanto deste quanto de seus familiares.
Acredita-se que, mundialmente, o risco de uma pessoa apresentar TAB durante a vida € de
aproximadamente 1%, no entanto Kessler e colaboradores (KESSLER et al., 2005),
apresentaram em estudo recente que esse risco pode ser de até 4% quando se considera formas
mais brandas do TAB. Em pesquisas realizadas na comunidade americana, Epidemiologic
Catchment Area Study (ECA) e National Comorbidity Survey (NCS) (KESSLER et al., 1994),
as estimativas de prevaléncia de TAB na populacdo sdo em média de 0,8 e 1,6%
respectivamente, ndo havendo diferenca significativa entre homens e mulheres. Para os que
apresentam o transtorno, o risco de suicidio é de 20% (GOLDBERG; HARROW, 2004) o que

faz com que o mesmo seja considerado grave e de tratamento necessario.

A Associacdo Psiquiatrica Americana (American Psychiatric Association - APA)
admite a existéncia de varios subtipos de transtorno bipolar — entre eles o tipo I, Il e 0
ciclotimico, que se encaixa dentro do grande grupo de espectro bipolar -, sendo essa
classificacdo feita a partir da observacdo da ocorréncia de quadros depressivos, maniacos e/ou
hipomaniacos (MILLER et al., 2009). O quadro depressivo é caracterizado por autoestima
baixa, indisposicdo, tristeza, falta de atencdo, desprazer e alteracGes de sono/apetite. Ja o
episddio maniaco é evidenciado principalmente pela euforia, hiperatividade, insénia,
comportamentos extravagantes e otimismo excessivo a ponto de prejudicar o julgamento do
paciente (BELMAKER, 2004). A hipomania, por sua vez, assemelha-se a mania de uma
forma mais branda (MILLER et al., 2009). Na figura seguinte, temos uma adaptacédo da tabela
do livro “Transtorno Bipolar: Teoria e clinica” (KAPCZINSKI et al., 2009) onde estdo

representados 0s estagios da mania e seus respectivos sintomas:
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Tabela 1 — Estégios e sintomas da mania

Estagios da mania

Sintomas Estéagio | Estagio 11 Estéagio 111
- . Disforia e depresséo, Disforia, sentimentos
Humor Lab!lldgd_e af_et_lva, intensa hostilidade e de panico e
euforia, irritabilidade . - .
manifestacBes de raiva desesperanca
Expansividade,
grandiosidade, Pensamento
autoconfianca incoerente, delirios
exagerada, Fuga de ideias, bizarros, ideias de
Cognicéo pensamentos coerentes, desorganizacédo auto-referéncia,
no entanto rapidos e cognitiva, delirios alucinagoes,
tangenciais, aumento desorientagédo
de interesse em temas temporoespacial
sexuais ou religiosos
Ativ. psicomotora Aceleragdo . .
N . . Ativ. psicomotora
aumentada, pressdo de | psicomotora, logorréia, e
Comportamento . frenética e
discurso, aumento dos comportamento frequentemente bizarra
gastos, vicios explosivo g

Adaptacdo da tabela do livro “Transtorno Bipolar: Teoria e Clinica” (KAPCZINSKI et al., 2009)

representando os estagios de mania e seus respectivos sintomas.

1.1.1. Etiologia do TAB

Embora o TAB seja um assunto de frequente estudo cientifico recentemente, as suas
causas neurofisiologicas permanecem incertas. No entanto, existem pesquisas que indicam

alteracdes tanto anatdmicas quanto fisioldgicas em pacientes bipolares.
1.1.1.1 Alterages nos sistemas de monoaminas

Sabe-se que pacientes depressivos apresentam baixos niveis de aminas biogénicas:
noradrenalina, serotonina e dopamina. Esses neurotransmissores atuam, dentre outros, no
sistema limbico, modulando fungdes endocrinas, o ciclo sono-vigilia, o apetite e, finalmente,
0s estados comportamentais. Os antidepressivos, portanto, atuam regulando a excitabilidade
neuronal e a disponibilidade dessas aminas. Alteracbes na regulacdo dos sistemas

noradrenérgico, serotonérgico e dopaminérgico foram sugeridas estarem envolvidas no TAB
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uma vez que pesquisadores observaram que alguns pacientes bipolares depressivos quando
tratados com antidepressivos, especialmente triciclicos e inibidores da monoamina oxidase
(MAO), alternavam seu quadro depressivo para 0 maniaco (BOTTLENDER et al., 1998).

O sistema dopaminérgico é descrito como sendo um dos principais envolvidos na
fisiopatologia da mania do TAB, uma vez que vérias de suas fungdes estdo relacionadas com
a sintomatologia desse quadro. Atualmente, existem quatro vias dopaminérgicas principais
descritas (Figura 1): 1 - Nigro-estriatal (controle de fungdes motoras); 2 - Mesocortical
(funcBes neurocognitivas); 3 - Mesolimbica (controle de prazer e motivacdo); 4 -
Tuberoinfundibular (secrecdo de prolactina) (VALLONE et al., 2000).

Figura 1: Vias dopaminérgicas

1- Substancia negra <
2- Area tegmental ventral
3- Amigdala

4- Nucleo accumbens

5- Estriado

6- Cortex frontal

@ Via dopaminérgica nigro-estriatal

@ Via dopaminérgica tuberoinfundibular
¥ Via dopaminérgica mesocortical

« Via dopaminérgica mesolimbica

llustracdo das vias dopaminérgicas e suas respectivas areas cerebrais envolvidas.

(Fonte: http://oneurotransmissor.blogspot.com.br/2013/05/patologias-causas-esquizofrenia.html)

Portanto, devido a suas respectivas fungdes, varios sintomas de humor, cognicéo e

comportamento (ex.: aumento da atividade psicomotora) descritos na tabela 1 estariam
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relacionados com a hiperatividade deste sistema. Uma relacéo entre o sistema dopaminérgico
e o TAB foi definitivamente estabelecida uma vez que substancias psicoestimulantes
(anfetamina e a cocaina) e a L-dopa (precursor da dopamina utilizado no tratamento da
doengca de Parkinson), que atuam de forma a aumentar a disponibilidade desse
neurotransmissor na fenda sinaptica, podem induzir o estado maniaco em pacientes bipolares

ou pessoas que tenham predisposicao para tal (ACKENHEIL, 2001).

O sistema serotoninérgico ¢ sugerido ser o responsavel pelos sintomas de tentativas e
ideias de suicidio, agressividade, impulsividade e sono conturbado encontrados nos pacientes,
uma vez que esse neurotransmissor estd normalmente envolvido em fungbes centrais como
sono, apetite e controle de impulso (ACKENHEIL, 2001). Pesquisas também apontam uma
possivel relacdo entre anormalidades em genes desse sistema e o transtorno afetivo bipolar
(KUNUGI et al., 1997).

Do mesmo modo, pesquisadores encontraram evidéncias de que pacientes em quadro
de mania apresentam niveis aumentados de 3-metoxi-4-hidroxifenilmetil-glicol (MHPG),
metabolito da noradrenalina (SWANN et al., 1983). Quando 0s mesmos sdo tratados com
litio, apresentam uma baixa significativa nesses indicadores (SWANN et al., 1987). Em
contrapartida, no estado depressivo, observou-se que o funcionamento do sistema
noradrenérgico encontra-se diminuido uma vez que baixas concentracdes desse metabdlito
foram evidenciadas (EDWARDS et al., 1980).

1.1.1.2 Alteracdes anatémicas e funcionais

AlteracBes anatdbmicas e funcionais também foram encontradas em areas cerebrais
especificas de pacientes bipolares, principalmente no cértex frontal. Essa area € a regido
cerebral a qual é limitada posteriormente pelo sulco central (Figura 2), contendo as seguintes
subdivisfes: motora, pré-motora e o cortex pré-frontal, podendo o cortex cingulado anterior
também ser considerado participante do mesmo. Nesse lobo encontram-se cinco circuitos: um
motor, um oculomotor e trés outros com fungdes cognitivas e afetivas. De uma maneira geral,
0 cortex frontal possui papel importante em processos cognitivos como fungdes de

planejamento e execucdo, aten¢do, memoria e linguagem. Essas, por sua vez, afetam humor,



20

personalidade, percepgdo pessoal bem como a racionalizacdo social e moral (CHAYER,;
FREEDMAN, 2001).

No TAB, estudos de neuroimagem demonstraram uma diminuicao neuronal e glial em
regides do cortex frontal (RAJKOWSKA et al., 2001), de fluxo sanguineo no cortex pré-
frontal subgenual (DREVETS et al., 1997), bem como a existéncia de hipometabolismo nas
areas frontais e subcorticais (BEARDEN et al., 2001).

Figura 2 — Cértex frontal

Do@‘

|

& =

/=2

Representacdo dos lobos cerebrais, ressaltando especificamente o lobo frontal, area encontrada afetada

em pacientes bipolares.

(Fonte: http://neuropsicopedagogianasaladeaula.blogspot.com.br/2012/11/voce-consegue-guardar-

segredos.html)

Em outra perspectiva de abordagem, Kapczinski et al (2008) associa 0 TAB a uma
elevacdo patologica da carga alostatica, termo que se refere a decorréncia do esfor¢co do
organismo para adaptar seus pardmetros internos a diferentes situa¢es em prol de manter sua
funcdo normal. No caso do TAB, os mesmos genes envolvidos neste transtorno estéo
vinculados a uma maior predisposicdo ao estresse, 0 que aumenta a carga alostatica, causando
comprometimento cognitivo e aumento das taxas de co-morbidades fisicas e psiquiatricas

(KAPCZINSKI et al., 2008Db).
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1.1.1.3 Alteracdes nos sistemas de segundos-mensageiros

A maioria dos neurotransmissores do sistema nervoso central (SNC) tem seu receptor
pos-sinaptico ligado as proteinas G. Essas, por sua vez, tem a fungéo de transmitir o sinal para
0 meio intracelular e dar inicio a uma reacdo em cascata incluindo trés principais sistemas de
segundos-mensageiros: adenilil ciclase (AC), fosfolipase C (PLC) e canais de ions. Os
produtos desses sistemas, como adenosina monofosfato ciclica (AMPc), fosfato inositol,
diacilglicerol e o célcio, atuam em diferentes proteinas quinases que levam a expressao génica
de enzimas, receptores e transportadores, esses que regulam a atividade neuronal (Figura 3) .
Em pacientes bipolares maniacos, foi observado um aumento no contetido de proteina quinase
C (PKC) (HAHN et al., 2005) e no nivel de célcio intracelular (DUBOVSKY et al., 1989), o
que resulta no aumento da excitabilidade neuronal e liberacdo de neurotransmissores. Além
dessas evidéncias, cré-se que esses sistemas estdo intimamente envolvidos na patologia do
TAB uma vez que estabilizantes de humor, como o valproato e o litio, possuem seus

mecanismos de acdo ligados aos mesmos.
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Figura 3 — Sistemas de segundos-mensageiros

Proteina G - Sistemas Efetores Celulares: Segundos-Mensageiros

Receptores Proteinas G

Enzimas Adenilato Guanilato
Alvo Ciclase Ciclase

@--ﬂ

llustracdo representando os sistemas de segundos-mensageiros envolvidos no mecanismo de acao das

proteinas G. Em laranja, pontua-se onde foi observado que o litio atua; em verde, o valproato e, por

fim, em azul, os fatores encontrados alterados no TAB.

(Fonte:http://www.sistemanervoso.com/pagina.php?secao=6&materia_id=47&materiaver=1 — versao

adaptada)

1.1.2. O estresse oxidativo no TAB

Processos oxidativos bioldgicos essenciais, como a fosforilagdo oxidativa encarregada
de gerar energia celular, sdo responsaveis pela formacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), compostos que possuem elétrons desemparelhados, bastante reativos e capazes de
causarem danos a celula. Como uma maneira de se proteger, a célula possui mecanismos
antioxidantes que podem ser classificados em enzimaticos e ndo enzimaticos, dependendo da
sua estrutura e forma de acdo. Entre as enzimas antioxidantes, temos como exemplo a
superoxido dismutase (SOD) que atua transformando anions radicais superéxidos em
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peroxido de hidrogénio, a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) que agem sobre 0
peréxido de hidrogénio transformando-o em agua e oxigénio. Entre os antioxidantes ndo-
enzimaticos, podemos citar a glutationa (GSH) que atua em conjunto com a enzima GPx, a
vitamina C que possui agdo de ‘“scavenger” (transforma radicais livres em formas menos
reativas) e de restaurar a vitamina E, e a propria vitamina E que atua nas membranas
plasmaticas devido ao seu carater lipofilico. O estresse oxidativo ocorre quando se estabelece
um desequilibrio entre a geracdo de EROs e a capacidade da célula de elimina-las através de
seus mecanismos antioxidantes. Esse desequilibrio pode ser alcangado quando a producédo de
EROs é aumentada bruscamente ou quando os mecanismos antioxidantes celulares néo
funcionam corretamente ou o suficiente. Uma vez atingido, segue um aumento na destruicdo
de biomoléculas como DNA, proteinas e lipideos pelas EROs o que, eventualmente, pode
levar a morte celular (BIEWENGA et al., 1997) (Figura 4).

Figura 4 — Mecanismos antioxidantes celulares
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Representacdo dos mecanismos antioxidantes celulares. (Fonte: http://www.sistemanervoso.com)
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Esse mecanismo € indicado como sendo presente em varias fisiopatologias
importantes como isquemia-reperfusdo, doencas neurodegenerativas, neuropatia diabética e
erros inatos do metabolismo (PACKER et al., 1997; SMITH et al., 2004). Através de estudos

recentes, uma relacdo entre estresse oxidativo e TAB também esta sendo estabelecida.

Um grupo de pesquisa induziu estresse oxidativo com anfetamina em animais e,
posteriormente, trataram-nos com litio e valproato (estabilizantes de humor). Ambos 0s
medicamentos reverteram 0 aumento da peroxidacdo lipidica no pré-frontal, bem como a
preveniram no hipocampo (FREY et al., 2006d). O mesmo grupo de pesquisadores observou
que gémeas idénticas bipolares antes de serem tratadas apresentavam indices mais altos de
SOD e malonildialdeido (MDA), um produto da lipoperoxidagdo, e mais baixos de atividade
da CAT que os dos controles. Apés um periodo, a gémea que havia sido tratada com
estabilizantes de humor, apresentou indices similares ao dos sujeitos controles enquanto a que
ndo havia sido tratada manteve seus indices alterados. Esses resultados sugerem que esses
indices podem ser normalizados através de tratamento farmacoldgico bem como o estresse

oxidativo pode estar envolvido na fisiologia do TAB (FREY et al., 2007a).

Outros pesquisadores demonstraram também que indicadores de estresse oxidativo
como a peroxidacdo lipidica, a atividade da SOD, CAT, GPx e/fou dano ao DNA foram
encontrados alterados em pacientes bipolares (FREY et al., 2007a; KULOGLU et al., 2002;
RANJEKAR et al., 2003).

Um artigo de revisdo escrito por Andreazza e colaboradores demonstrou uma analise
de trabalhos ja publicados em prol de indicar os possiveis marcadores de estresse oxidativo
encontrados no TAB. Os resultados obtidos foram que os niveis de substancias reativas ao
acido tio barbiturico (TBARS) e nitrito (NO) sdo significativamente maiores em pacientes
bipolares, enquanto os niveis de atividade da SOD, CAD e GPx ndo pareciam estar
significantemente alterados nesses pacientes (ANDREAZZA et al., 2008a).

1.1.3. O fator neurotrdfico derivado do cérebro (BDNF) no TAB

O BDNF é um membro da familia dos fatores de crescimento denominada

genericamente de “neurotrofinas”, cujos efeitos resultam da ativacao do seu receptor tirosina-
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quinase B (Trk B) (DUMAN, 2002). O BDNF tem influéncia marcante na eficacia sinaptica,
na conectividade neuronal e na neuroplasticidade (POST, 2007a). O mesmo estad expresso
principalmente no cértex cerebral e no hipocampo, areas cerebrais que regulam funcgdes
cerebrais complexas, como a memoria declarativa e a emocdo (GRANDE et al., 2010). A
expressdao do BDNF é regulada por corticosterdides relacionados ao estresse e tal interagéo
parece influenciar a vulnerabilidade a psicopatologia moderada por estressores ambientais,
dentre elas 0 TAB (KAUER-SANT'ANNA et al., 2007; MANJI et al., 2003). Os niveis de
BDNF tém influéncia sobre o volume hipocampal (GRANDE et al., 2010); por exemplo,
mulheres deprimidas com histérico de abuso sexual tém um o mesmo 18% menor que
mulheres que ndo sofreram abuso sexual (VYTHILINGAM et al., 2002). Dessa forma, o
BDNF pode mediar os efeitos do estresse psicossocial no TAB e a disfuncdo cognitiva
comumente relacionada a episodios afetivos repetidos (BERK et al., 2011a; POST; WEISS,
1997).

Frey et al. (2006), apds tratar animais com anfetamina, observou que os niveis de
BDNF dos mesmos encontravam-se diminuidos. Entretanto, o tratamento com litio aumentou
os niveis de BDNF no hipocampo dos animais quando administrado antes (tratamento de
prevencdo) e depois da anfetamina. Ja o valproato elevou os niveis hipocampais de BDNF
quando administrado depois da anfetamina (tratamento de reversdo). Portanto, é possivel que
0 BDNF seja uma molécula relevante para a compreensdo dos mecanismos de acdo de
farmacos com a atividade antimaniaca (FREY et al., 2006a). Curiosamente, um estudo
recente sugeriu que na mania ha uma correlacdo negativa entre peroxidacao lipidica (TBARS)
e niveis séricos de BDNF (KAPCZINSKI et al., 2008a).

Uma metandlise recente sugere que o BDNF possa ser um marcador de estado do
TAB, tendo-se seus niveis diminuidos durante os quadros de mania e depressao
(FERNANDES et al., 2011). Adicionalmente, 0 mesmo estudo revelou que o tratamento

farmacoldgico da mania aguda eleva os niveis do BDNF.

1.1.4. Modelos animais de mania

O conhecimento das alteracBes fisiologicas causadas pelas patologias bem como a

compreensdo da eficdcia e de mecanismos de acdo de farmacos permitem que modelos
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animais sejam desenvolvidos. Os mesmos sdo importantes na pesquisa uma vez que auxiliam
no teste e na criacdo de novas hipoteses, bem como facilitam a inferéncia de futuros

resultados de testes em humanos.

Para que um modelo animal seja reconhecido pela comunidade cientifica, é necessario
que o mesmo seja validado em trés critérios: a) aparente; b) preditivo ou farmacoldgico; c) de
constructo ou etioldgico. Ou seja, 0 modelo animal deve mimetizar nos animais importantes
caracteristicas anatdmicas, bioquimicas, patolégicas e comportamentais observadas em
humanos afetados pela doenca referida; responder a tratamentos farmacolégicos da mesma
forma que € encontrada em humanos; por fim, ter uma base metodoldgica fundamentada na
similaridade com a etiologia da doenca. De uma maneira geral, transtornos neuropsiquiatricos
representam um grande desafio quando se refere ao desenvolvimento de modelos animais.
Com excecdo de algumas doencas degenerativas, 0s diagnosticos desses transtornos baseiam-
se somente em sintomas, sinais e o curso da doencga. Sintomas essencialmente abstratos,
reconhecidos apenas através da comunicacdo humana (alucinag0es, tristeza, culpa, delirios),
sdo praticamente impossiveis de serem distintos em animais, tornando a validacdo de modelos

animais de transtornos neuropsiquiatricos complexa (NESTLER; HYMAN, 2010).

Os vaérios estudos acerca da etiologia do TAB permitiram uma vasta compreensao
sobre as alteracdes fisiopatologicas e comportamentais encontradas em pacientes bipolares,
permitindo que fossem, entdo, desenvolvidos modelos animais para o estudo do tal. No
entanto, ainda atualmente, ndo existe um modelo animal ideal que mimetize as caracteristicas
do TAB devido a sua caracteristica de oscilacdo entre quadros sintomaticos opostos, a mania e
a depressdo (MACHADO-VIEIRA et al., 2004). Portanto, a solucdo encontrada para se
estudar o TAB foi desenvolvendo modelos animais de depressdo (NESTLER et al., 2002) e
mania (EL-MALLAKH et al., 2003; GESSA et al., 1995) separadamente.

Os modelos animais de mania existentes atualmente podem ser divididos em trés
classes (YOUNG et al., 2011):

a) Farmacologicos: utiliza-se de substancias quimicas como psicoestimulantes
(anfetamina), ouabaina (inibidor da adenosina trifosfato) e quinpirole

(agonista de dopamina).
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b) Ambientais: sdo induzidas alteracbes ambientais como privagédo de sono,
competicdo por comida, relacdo animal residente versos intruso e estresse

causado por choque.

C) Genéticos: alteracGes genéticas especificas sdo realizadas ou selecionadas em
animais em prol de se obter proles com caracteristicas especificas que
mimetizem um ou mais sintomas da mania, como animais que tenham
preferéncia por doce, camundongos knockout para o receptor 6 de glutamato

e knockdown para o transportador de dopamina.

Entre os modelos animais de mania citados acima, o mais bem sucedido atualmente é
0 que utiliza a anfetamina como psicoestimulante para induzir este quadro clinico. Como
caracteristicas essenciais do mesmo, pode-se citar 0 aumento da atividade locomotora e a
possibilidade de reversdo do mesmo pelo uso de litio (MACHADO-VIEIRA et al., 2004;

NESTLER et al., 2002), j& representando os critérios de validacdo aparente e preditiva.

O mecanismo de acdo da anfetamina envolve principalmente o sistema
dopaminérgico, este referido, anteriormente, como um das principais alteracdes na
fisiopatologia do TAB, caracterizando a validade de constructo parcial do modelo citado.
Adicionalmente, varios estudos ja foram feitos com este mesmo modelo demonstrando que a
anfetamina além de induzir a hiperatividade, causa um aumento expressivo no estresse
oxidativo do tecido cerebral (ANDREAZZA et al., 2008b; FREY et al., 2006a; FREY et al.,
2006b; FREY et al., 2006c;2006d), caracteristica encontrada em pacientes bipolares
(ANDREAZZA et al., 2008a; FREY et al., 2007a).

Fisiologicamente, a anfetamina aumenta a disponibilidade de dopamina (DA) na fenda
sinaptica através do seguinte conjunto de mecanismos (Figura 5): 1) ligando-se no
transportador de DA, impedindo-0 de recaptar a dopamina presente na fenda sinaptica; 2)
interagindo com as vesiculas que armazenam DA, ocasionando a liberacdo do seu contetdo
no citosol; 3) ligando-se a enzima monoamina oxidase (MAOQ), blogueando a degradacédo de
DA, portanto deixando a mesma livre em maior quantidade no citosol; 4) interagindo com o
transportador de recaptagcéo de DA, fazendo com que 0 mesmo atue reversamente levando a
DA que se encontra livre no citosol para a fenda pré-sinaptica (SULZER et al., 2005).
Resumidamente, aumenta a disponibilidade de dopamina na fenda sindptica o que permite que

a mesma atue por mais tempo nos seus respectivos receptores pos-sinapticos.
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Figura 5 - Mecanismo de ac¢ao da anfetamina
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Esquematizacdo indicando o mecanismo de acdo da anfetamina nas por¢des pré-sinapticas de

neurdnios dopaminérgicos. (Fonte: http://www.cnsforum.com - versdo adaptada)

1.1.5. Tratamento do TAB

Os medicamentos utilizados no tratamento de um paciente bipolar dependem tanto dos
sintomas e da severidade do quadro apresentado, quanto da resposta do paciente ao
tratamento. Por ser este um transtorno que se apresenta na forma de uma inconstancia
sintomética, uma variedade de classes medicamentosas sdo utilizadas no seu tratamento, tais
como antipsicoticos, anticonvulsivantes e antidepressivos (SEDDON; NUTT, 2007). Em

1994, a APA publicou o primeiro guia operacional de tratamento do TAB e neste dividiu


http://www.cnsforum.com/
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esses medicamentos em cinco grupos: 1) estabilizantes de humor; 2) agentes antimaniacos; 3)
agentes antidepressivos; 4) medicacdo adjunta; 5) medicacbes novas ou atipicas
(FOUNTOULAKIS et al., 2005). Representando a complexidade do tratamento do TAB, as
tabelas a seguir detalham o tratamento recomendado do mesmo de acordo com o tipo referido
e 0s quadros clinicos apresentados. As mesmas foram adaptadas de um Guideline Update
publicado na revista Bipolar Disorders por YATHAM et al. (2009)

Tabela 2 — Recomendac0es para o tratamento farmacologico da mania aguda

Litio, divalproex, olanzapina, risperidona, quetiapina, quetiapina
XR&, aripiprazol, ziprasidona
Primeira linha
litio ou divalproex + risperidona, litio ou divalproex + guetiapina,
litio ou divalproex + olanzapina, litio ou divalproex + aripiprazol?

Carbamazepina, ECT, asenapina? monoterapia de paliperidona?
Segunda linha

Litio ou divalproex + asenapina?

o Haloperidol, clorpromazina, clozapina, oxcarbazepina? tamoxifeno?
Terceira linha

Litio ou divalproex + haloperidol, litio + carbamazepina,

Monoterapia com gabapentina, topiramato, lamotrigina, verapamil,
N&o recomendado tiagabina

Risperidona + carbamazepina, olanzapina + carbamazepina?

ECT = eletroconvulsoterapia
2 Novo
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Tabela 3 - Recomendacdes para o tratamento farmacoldgico da depressdo aguda do
TAB tipo 12

Litio, lamotrigina, quetiapina, quetiapina XRP,

Primeira linha litio ou divalproex + ISRS, olanzapina + ISRS,
litio ou divalproex, litio ou divalproex + bupropiona

Quetiapina + ISRS, divalproext, litio ou divalproex + lamotrigina,

Segunda linha modafinil adjunto®

Carbamazepina, olanzapina, litio + carbamazepina, litio + pramipexol,
litio ou divalproex + venlafaxina, litio + IMAO, ECT, litio ou
divalproex ou APA + ATC, litio ou divalproex ou carbamazepina +
ISRS + lamotrigina, AEP adjunto, riluzol adjunto, topiramato adjunto

Terceira linha

N&o recomendado Monoterapia com gabapentina, monoterapia com aripiprazol®

ISRS = Inibidor seletivo de receptador de serotonina; IMAO = inibidor de monoamina
oxidase; ECT = eletroconvulsoterapia; APA = antipsicoticos atipico; ATC = antidepressivo
triciclico; AEP = &cido eicosapentaendico

a A manutencdo de um episddio depressivo bipolar com antidepressivos permanece complexa.
O médico deve equilibrar o efeito desejado de remissdo com efeito indesejado de conversdo
de quadros.

» Novo

Tabela 4 - Recomendacbes para o tratamento farmacoldgico da depressdo aguda do

TAB tipo Il

Primeira linha Quetiapina

Quetiapina + ISRS, divalproex?, litio ou divalproex + lamotrigina,

Segunda linha modafinil adjunto?

Monoterapia com antidepressivos (particularmente para aqueles com
Terceira linha hipomania néo frequentes), mudar para um antidepressivo alternativo,
ziprasidona?

Ver o texto sobre as recomendacdes para tratamento monoterapico

Nao recomendado . . :
com antidepressivos no artigo

ISRS = Inibidor seletivo de receptador de serotonina
2 Novo
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Tabela 5 - Recomendacodes para a manutencao da farmacoterapia do TAB

Primeira linha

Litio, monoterapria com lamotrigina (eficacia limitada na prevencéo
da mania), divalproex, olanzapina, quetiapina?

litio ou divalproex + quetiapina?, risperidona ILD?, risperidona
ILD adjunta?, aripiprazol (principalmente para prevenir a mania)
4, ziprasidona adjunta?

Segunda linha

Carbamazepina, litio + divalproex, litio + carbamazepina, litio ou
divalproex + olanzapina, litio + risperidona, litio + lamotrigina,
olanzapina + fluoxetina

Terceira linha

Fenitoina adjunta, clozapina adjunta, ECT adjunta, topiramato
adjunto, &cidos graxos 6mega-3 adjunto, oxcarbazepina adjunto, ou
gabapentina adjunto

Nao recomendado

Flupentixol adjunto, monoterapia com gabapentina, topiramato ou
antidepressivos

ILD = inje¢&o de longa duracdo; ECT = eletroconvulsoterapia

4 Novo

Tabela 6 - Recomendacdes para a manutencéo da farmacoterapia do TAB tipo 11

Primeira linha

Litio, lamotrigina

Segunda linha

Divalproex, litio ou divalproex ou antipsicético atipico +
antidepressivo, combinacao de dois dos seguintes: litio, lamotrigina,
divalproex ou antipsicotico atipico

Terceira linha

Carbamazepina, antipsicotico atipico, ECT

Nao recomendado

Gabapentina

ECT = eletroconvulsoterapia

O litio e o valproato (nas tabelas, representado por divalproex) se encontram no grupo

dos estabilizantes de humor e, como se pode observar, sdo as drogas mais conhecidas e

utilizadas no que se refere ao tratamento do TAB. Embora 0 seu mecanismo de agédo ainda

ndo seja completamente conhecido, observa-se que o litio diminui a excitabilidade neuronal

pela modulacdo dos canais de sodio e possivelmente protegendo o tecido neural. Atua, em

adicdo, em nivel de segundos-mensageiros: com as proteinas ligantes do nucleotideo guanina

(proteinas G), resultando no aumento ou diminuicdo da adenosina monofosfato ciclica
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(AMPc); inibindo a formacéo de inositol da via fosfoinositol; e reduzindo a acdo da enzima
proteina quinase C (PKC). O valproato atua inibindo a liberacdo de glutamato e os canais de
sodio; induz a expressdo de genes e proteinas neuroprotetoras, bem como atua de forma
semelhante ao litio quanto a PKC (BRUNELLO, 2004; SEDDON; NUTT, 2007). Pesquisas
feitas com tecidos cerebrais post-mortem e células periféricas de pacientes bipolares
mostraram um aumento na atividade de sinalizacéo celular a partir das vias das proteinas G e
do fosfoinositol (PEREZ et al., 2000; WANG; FRIEDMAN, 1996). Pode-se inferir, portanto,

que a eficiéncia desses medicamentos no tratamento do TAB reside, em parte, neste quesito.

Embora a eficicia desses medicamentos seja conhecida, os efeitos colaterais dos
mesmos sdo estimaveis. O litio é tdxico em concentragdes acima de 1,5mmol/l no plasma
sanguineo e pode causar distarbios gastrointestinais, tremor, sedacdo, letargia, aumento de
peso, polidria, polidipsia, além de hiperparatireoidismo e alteracdes nas funcdes renais e
tireGideas. Ja o valproato requer monitoramento da funcdo renal e hepética a cada seis meses,
além de possivelmente causar problemas gastrointestinais, ganho de peso, sedagdo, perda de
cabelo, trombocitopenia, disfuncdo de plaquetas, ataxia, ovarios policisticos e
hiperandrogenismo em mulheres, pancreatite e ter efeitos teratogénicos (SEDDON; NUTT,
2007). Portanto, ainda com a existéncia desses medicamentos, um novo, com efeitos
colaterais minimos e que possua a mesma ou uma melhor eficcia que os medicamentos

citados, se faz necessario para o tratamento do TAB.

1.2.  ACIDO LIPOICO

O é&cido lipdico (AL), conhecido também como 4&cido tidico (acido 1,2-ditiolano-3-
pentandico) (PACKER et al., 1997; PACKER et al., 1995), é um composto de baixo peso
molecular encontrado tanto em células procaridticas quanto eucariéticas (BIEWENGA et al.,
1997), insoluvel em &gua, porém solGvel em solventes organicos (PACKER et al., 1995).
Sabe-se que, em mamiferos, 0 AL pode ser sintetizado de novo na mitocondria a partir de
acido graxos e cisteina (CARREAU, 1979) ou pode ser obtido a partir da dieta, em alimentos
como carnes de coracdo, rins e figado e, em um grau menor, frutas e vegetais (AKIBA et al.,
1998). Estudos mostram que atraves da administragédo oral, o AL € absorvido rapidamente no

trato gastrointestinal, chegando ao seu pico de concentragcdo na corrente sanguinea em quase
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duas horas ap6s sua administragdo (SMITH et al., 2004); possui meia vida plasmética de
aproximadamente 30 minutos; biodisponibilidade absoluta entre 20 e 38% dependendo do
isdbmero e da formulacdo (HERMANN et al., 1996); e a capacidade de atravessar facilmente a
barreira hematoencefalica (ERSAHIN et al., 2010). A exemplo, um estudo com ratos novos e
velhos tratados com doses diarias de AL de 100 mg/Kkg i.p. durante 7-14 dias demonstrou que
0 mesmo se acumula em Vvarias areas cerebrais, variando sua concentracdo de acordo com a
idade do animal e a area cerebral avaliada (ARIVAZHAGAN et al., 2002).

A nivel celular, o AL atua como um importante cofator para a funcdo catalitica de
varias enzimas chaves do metabolismo oxidativo, ligando-se a grupos acil e transferindo-os de
uma parte do complexo enziméatico para outra (ROCK, 2009). Quando administrado
exogenamente, uma vez que entra nas células o acido lipdico é rapidamente reduzido a acido
dihidrolipdico (DHLA) pelas lipoamidas desidrogenases da mitocéndria ou pelo sistema
composto pela tioredoxina e sua respectiva enzima (tioredoxina redutase), processos 0s quais
séo dependentes de NAD(P)H.

Figura 6 - Estrutura molecular do AL e sua forma reduzida (DHLA)

*
lipoic acid dihydrolipoic acid (DHLA) e

§—s8 SH

O é&cido lipbico é um ditiol formado por oito carbonos e possui um centro quiral evidenciado por um
asterisco na figura. (Fonte: BIEWENGA et al. 1997)

Estudos (ERSAHIN et al., 2010; PACKER et al., 1997; ROCK, 2009; SANTOS et
al., 2010a; SMITH et al., 2004) apontam que ambas as formas possuem propriedades
antioxidantes como prevenir a peroxidacdo lipidica, reparar danos oxidativos, induzir a

expressdo de genes de enzimas antioxidantes, sendo as principais:

1) Quelar metais: AL e DHLA possuem a capacidade de se ligar a ions de metais
redox ativos, os quais participam da formacgdo de EROs, como o ferro e o cobre.
Essa capacidade se da devido a sua estrutura a qual possui uma parte flexivel
semelhante a de acidos graxos, possuindo um arranjo de cargas que permite o

envolvimento parcial desses ions, neutralizando-os.
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2) Neutralizar espécies reativas de oxigénio: O AL e DHLA, devido aos seus grupos
tiois, conseguem transformar radicais livres, como radicais hidroxilas, oxigénios
singletes, peroxinitrito, superdxido, radicais peroxil e oxido nitrico, em formas

menos reativas.

3) Regenerar antioxidantes endogenos: A dupla redox DHLA/LA possui um
potencial redox (tendéncia de uma espécie quimica de adquirir elétrons) de -32V,
mais poderoso do que de duplas como a glutationa reduzida e oxidada
(GSH/GSSG) e acido ascorbico/dihidroascorbato, que possuem -0,24 e -0,28V
respectivamente. Sugere-se, portanto, que o DHLA atua sobre as formas oxidadas
dessas outras duplas, reduzindo e mantendo-as em sua forma ativa. Em adicéo,
acredita-se que AL induz a sintese de GSH através do aumento da disponibilidade

de cisteina, precursor desse composto.

Figura 7 - Atividades antioxidantes do AL e/ou DHLA.
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O AL (na figura representado como LA) quando entra na celular é reduzido a DHLA. Ambas as
formas exercem propriedades antioxidantes como: 1 - transformar EROs em formas menos reativas; 2
- reciclar antioxidantes enddgenos; 3 - quelar metais; 4 - estimular certos sinais de via de transdug&o,
bem como a expressdo de genes redox sensiveis. (Fonte: Smith et al. 2004)

Essas caracteristicas fazem com que o AL seja apontado como uma alternativa contra

0 estresse oxidativo, mecanismo relacionado com vérias fisiopatologias importantes:
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isquemia-reperfusdo, doencgas neurodegenerativas, neuropatia diabética e erros inatos do
metabolismo (PACKER et al., 1997). Portanto, a descoberta de que o &cido lipdico e sua
forma reduzida (acido dihidrolip6ico) possuem uma atuacdo ligada diretamente ao
metabolismo oxidativo permitiu que varias pesquisas fossem desenvolvidas em prol de testa-

los com fins terapéuticos.

Ersabin e colaboradores apresentaram resultados positivos quanto a: 1- a supressao da
geracdo de espécies reativas de oxigénio; 2 — a preservacdo do conteddo de glutationa
reduzida (GSH) e 3 — a preservacdo da integridade do DNA em animais com hemorragia
subaracnbidea induzida tratados com acido lipdico (ERSAHIN et al., 2010). Outros
pesquisadores demonstraram que o &cido lipoico possui efeitos preventivos no aumento de
peréxido de hidrogénio em animais submetidos a tratamento agudo com é&cido N-acetil
aspartico (PEDERZOLLI et al., 2010).

Paralelamente, uma grande quantidade de pesquisas sustenta os efeitos protetores do
acido lipdico quanto a diabetes, seja essa do tipo | ou Il. Faust et. al. apresentou em seus
experimentos que a taxa de animais que desenvolviam diabetes tipo | induzida por
administracao de ciclofosfamida diminuiu a metade, de 60 para 30%, quando 0s mesmos eram
tratados antes e depois com acido lipdico (10mg/kg) (FAUST et al., 1994).

Militdo e colaboradores demonstraram que o AL além de reduzir em 65% a
porcentagem de animais que entraram em convulsdo apds o tratamento com pilocarpina,
aumentou em 240% o periodo de laténcia para a primeira convulsdo, bem como acresceu em
30% o numero de animais sobreviventes. Nos testes bioquimicos, animais tratados com AL
apresentaram os seguintes resultados quanto ao corpo estriado: diminuiram em 42% o nivel de
peroxidacdo lipidica e 43% no contetdo de nitrito; aumentaram em 53, 88 e 19% a atividade
enziméatica da SOD, catalase e GPx, respectivamente, quando comparados com 0 grupo
tratado somente com pilocarpina (MILITAO et al., 2010).

Experimentos também indicam que o acido lipdico apresenta efeitos satisfatorios no
tratamento de neuropatia diabética. Em uma metanalise de experimentos foi concluido que
trés semanas de tratamento com doses intravenosas diarias de 600mg de AL melhoram

significativamente os sintomas da dor neuropatica em humanos (MIJNHOUT et al., 2010).

Resultados positivos sdo também encontrados quando se trata de injaria por isquemia-

reperfusdo (SERBINOVA et al., 1992) e também contra doengas neurodegenerativas como
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Alzheimer (ABDUL; BUTTERFIELD, 2007; MACZUREK et al.,, 2008) e Parkinson
(BHARAT et al., 2002).

Como demonstrado em varias pesquisas, prée-clinicas e clinicas, o AL é um
antioxidante poderoso, de facil administracdo, absorcdo e que possui a capacidade de
atravessar a barreira hematoencefélica facilmente. Além disso, estudos indicam que 0 mesmo
possui efeitos colaterais ndo significativos. Em animais, a tolerancia ao AL varia de espécie
para espécie. Estudos apresentaram que através de administracdo oral em tratamento agudo a
dose letal mediana (DLso) é de 400-500mg/kg para cachorros, 500mg/kg para camundongos,
30mg/kg para gatos e >2000mg/kg para ratos. J& em humanos, Vvarios estudos clinicos, alguns
incluindo placebos, ja testaram doses de até 2400mg/dia por periodos de tempo de até dois
anos sem terem sido relatados efeitos colaterais sérios além da hipoglicemia (motivo pelo qual
é utilizado em testes contra diabetes). Sdo apresentados apenas transtornos gastrointestinais,

dores de cabeca e rash cutdneo em alguns pacientes (SHAY et al., 2009).
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1.3. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

O TAB ¢ o transtorno neurol6gico grave, cronico, prevalente e associado ao risco
aumentado de suicidio. Por ter um carater oscilante entre dois principais quadros clinicos
opostos, € um distdrbio de dificil diagnostico e tratamento. Os estabilizantes de humor
existentes no mercado atualmente, apesar de eficazes, ainda apresentam notaveis efeitos
colaterais tendo consequéncias na vida dos pacientes em constante tratamento, sendo
interessante, portanto, a descoberta de uma nova substancia eficaz e que permita uma melhor
qualidade de vida aos mesmos. Uma vez que a mania do TAB tem como seu componente 0
estresse oxidativo e o cido lipdico apresenta efeitos antioxidantes amplos e comprovados em
outros transtornos neuropsiquiatricos além de apresentar baixos indices de efeitos colaterais
em animais e humanos, € razoavel hipotetizar que o AL apresentara bons resultados de
reversdo e prevencdo no modelo de mania induzida por anfetamina proposto por Andreazza e
colaboradores (ANDREAZZA et al., 2008b). E importante ressaltar que ainda nio havia
publicado nenhum estudo que relacionasse o efeito antioxidante do AAL com o tratamento da

mania do transtorno afetivo bipolar.
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Determinar se 0 AAL é capaz de reverter e/ou prevenir a mania no modelo animal
de mania induzida por d-anfetamina, verificando a participacdo de defesas

antioxidantes no seu mecanismo de acao antimaniaca.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar as alteragdes comportamentais causadas aos animais pela administracéo

de d-anfetamina e a prevencdo e/ou reversdo destas pelo uso do AAL,;

Determinar as alteracdes em parametros de estresse oxidativo como: atividade de
SOD, glutationa reduzida e peroxidacao lipidica no hipocampo, cortex pré-frontal

e nucleos da base de animais submetidos ao modelo animal de mania;

Avaliar as alteracbes nos niveis de BDNF em animais tratados com AAL no

modelo de mania induzida por anfetamina;
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3 METODOLOGIA

3.1. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

3.1.1. Animais

Os experimentos foram realizados em camundongos (Mus musculus) machos (peso: 20-
30 g), obtidos no biotério central da Universidade Federal do Ceard (UFC). Foram utilizados de
6-8 animais por grupo, sendo os mesmos divididos e mantidos em caixas de acordo com seus
respectivos tratamentos, com um ciclo claro/escuro de 12 h, &4gua e racdo animal ad libitum.
Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com diretrizes do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) ja tendo sido aprovado pelo comité de ética

em pesquisa animal (CEPA-UFC).

3.1.2. Drogas utilizadas

A d-anfetamina (d-ANF), o carbonato de litio (Li) e o &cido DL-alfa-lipdico (AAL)
foram obtidos na Sigma (St. Louis, MO, USA). Todas as outras substancias usadas foram de
grau analitico. O AAL foi suspenso em 0,2% de carboxil metil celulose (CMC), enquanto todas

as outras drogas foram dissolvidas em salina 0,9%.

3.1.3. Planejamento experimental

Foram feitos dois tipos de protocolos: reversdo e prevencdo. No primeiro, foi
reproduzido o tratamento do episédio maniaco agudo conforme descrito previamente (FREY
et al., 2006d) e, no segundo, simulada a fase de manutencédo do tratamento do TAB (FREY et
al., 2006c). Os animais foram tratados com duas doses de AAL, 50 e 100 mg/kg, doses essas
escolhidas por apresentarem resultados positivos em outros experimentos que relacionam
estresse oxidativo e transtornos neuropsiquiatricos, como 0s mencionados anteriormente na

introdugdo. Como droga antimaniaca padrdo foi utilizado o litio na dose padrdo de 47,5
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mg/kg. Cada grupo foi constituido por seis a oito animais. Os animais foram tratados

conforme o esquema seguinte:

Figura 8 — Planejamento experimental

PROTOCOLO DE REVERSAO PROTOCOLO DE PREVENCAO
Dias Dias
Grupos Grupos

1-7 8-14 1-7 8-14
1. ANF/SAL + Sal 1. SAL/ANF Sal
2. ANF/Li + Li 2. Li/ANF Li

d-ANF + d-ANF

3. ANF/AAL50 + AALS0 3. AAL5S0/ANF AAL 50
4. ANF/AAL100 + AAL100 4. AAL100/ANF AAL 100
5. SAL/SAL + Sal 5. SAL/SAL Sal

Sal
6. SAL/AALS0 +AAL50 6. AAL50/SAL AAL 50 + Sal
7. SAL/AAL100 + AAL100 7. AAL100/SAL AAL 100

Legenda: d-ANF = anfetamina 2mg/kg intraperitoneal (i.p.); Sal = salina 0,9% i.p.; Li = litio 47,5 mg/kg i.p.;
AAL 50 = 4cido a-lipdico 50mg/kg via oral (v.0.); AAL 100 = 4cido a-lipdico 100mg/kg v.o.

No 14° dia de tratamento de ambos os protocolos, a atividade locomotora foi avaliada
individualmente 2 h apds a ultima injecdo. Os camundongos foram sacrificados por
decapitacdo imediatamente ap0s o teste de campo aberto e as areas cerebrais escolhidas
dissecadas (hipocampo, corpo estriado e cortex pré-frontal), rapidamente congeladas e
armazenadas a -70° C até a analise bioquimica. As referidas areas cerebrais foram escolhidas
por causa do seu conhecido envolvimento na fisiopatologia do TAB: o hipocampo tendo
participacao no sistema limbico, o corpo estriado no controle dos movimentos e o pre-frontal

em funcgOes cognitivas.

3.1.4 Teste comportamental (Campo Aberto)

Os animais foram colocados em um campo aberto de acrilico, com area de 30 x 30 cm,

piso dividido em nove quadrantes iguais (Figura 7) e iluminado por luz vermelha. Os mesmos
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foram habituados durante 1 minuto ao campo aberto e, posteriormente, submetidos ao teste
durante 5 minutos. Foi contabilizado o nimero de cruzamentos (crossings), vezes em que 0
animal atravessa completamente de um quadrante para o outro (atividade locomotora
horizontal), e rearings, quando o animal se apoia somente sobre as duas patas traseiras sem

apoiar as dianteiras nas paredes (atividade locomotora vertical), (ARCHER, 1973).

Figura 9 — Campo aberto

llustracdo do aparato utilizado para a contagem de crossings e rearings durante a realizacdo do teste

comportamental campo aberto em camundongos. Dimensdes: 30 x 30 cm. (Fonte: Rafaela Cordeiro)

3.1.5 DeterminacGes bioquimicas

3.1.5.1 Determinacao da atividade enzimatica da superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi mensurada de acordo com SUN et al. (1988). A quantidade da
enzima foi avaliada medindo-se a sua capacidade de inibir a reducdo fotoquimica do azul de
nitro-tetrazolio (NBT). Neste método a riboflavina reduzida fotoquimicamente gera O> o qual
reduz o NBT produzindo formazan que absorve no comprimento de onda de 560nm. Na
presenca da SOD a reducdo do NBT € inibida. Os resultados foram expressos em unidades da
enzima por grama de proteina, que é a quantidade da SOD necessaria para inibir a taxa de
reducdo do NBT em 50%.
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As éreas cerebrais foram previamente preparadas para o teste. Colocadas em ependorffs
juntamente com tampéo fosfato (10%), as respectivas areas cerebrais sdo submetidas a acao
do homogeneizador para formar uma solucdo homogénea chamada de homogenato. Em
seguida, amostras dos mesmos foram centrifugadas (10 minutos, 3600 rpm a 4°C). O
sobrenadante foi retirado e centrifugado novamente (20 min, 12000 rpm, 4°C). Para o ensaio
utilizou-se o sobrenadante. Em uma camara escura foram misturados 1 ml do meio de reacao
(tampéo fosfato 50 mM, EDTA 100nM e L-metionina 13mM pH 7,8), 30 uL das amostras das
areas cerebrais, 150uL do NBT 75uM e 300uL riboflavina 2uM. Os tubos contendo as
solucgdes obtidas foram expostos a lampadas fluorescentes (15W) por 15 minutos. Ao término
do tempo, levou-se o material para analise no espectrofotdmetro, com absorbancia de 560nm.
A dosagem da concentragdo de proteinas foi realizada utilizando o método de Bradford
(BRADFORD, 1976).

3.1.5.2 Determinacgéo da concentracao de glutationa reduzida (GSH)

Este método é baseado na reacdo do reagente de Ellman (DTNB) com grupos tiol livres
(SEDLAK; L, 1982). Primeiramente, as areas cerebrais foram homogeneizadas como descrito
previamente em tampédo 0,02 M de EDTA (10% w/v). A 65,57uL de cada homogenato
amostral foram adicionados 52,45uL de agua destilada e 13,11uL de acido tricloroacético a
50%. O material foi agitado e centrifugado a 3000 rpm porl5 minutos. Em seguida, foi
recolhido 65,57uL do sobrenadante e acrescidos 131,14uL de tampéo Tris-HCI 0,4M pH 8,9
e 3,27ul de DTNB 0,01M. Apo6s 1 minuto da reacdo, foi feita a leitura da coloracdo em
412nm através do leitor de placas. A concentracdo de glutationa reduzida é expressa em

nanogramas de GSH/g de tecido, tendo por base uma curva-padréo.

3.1.5.3 Avaliacao da peroxidacao lipidica (dosagem de malonildialdeido)

O grau de lipoperoxidacao nos tecidos foi medido através da determinacdo dos niveis de
espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), conforme o método descrito por HUONG
et al. (1998), realizando o0 seguinte protocolo: as amostras foram homogeneizadas com

tampédo fosfato de potassio monobasico 50 mM pH 7,4; em seguida, 63uL do homogenato
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amostral foi misturado a 100 pyL de &cido perclérico 35%, sendo este centrifugado (7000
rpm/15 min). Posteriormente, 150 pL do sobrenadante foram recuperados e misturados com
50 uL de &cido tiobarbitarico 1,2%. Estas amostras foram entdo aquecidas em um banho de
agua a 95°C por 30 min. Apos o resfriamento, a peroxidacao lipidica foi determinada por
absorbancia a 535 nm e foi expressa como mmol tecido MDA/g. A concentracdo de proteinas
foi medida utilizando o método de Bradford (BRADFORD, 1976).

Para a obtencdo da curva-padrao de malonildialdeido (MDA), foram preparadas dilui¢fes
em série (16,77; 9,16; 4,8; 2,463; 1,247 e 0,627 pumol) a partir da solucdo padrdo de MDA. A
leitura da absorbancia foi realizada a 520 e 535 nm e, para determinacdo da equacao da curva-

padrdo de MDA, o valor utilizado foi a subtragéo da leitura em 535 da leitura em 520nm.

3.1.5.4 Determinacao dos niveis de BDNF no hipocampo

A érea escolhida para a determinacdo dos niveis de BDNF foi o hipocampo uma vez
gue a mesma € uma das principais areas de expressdo do mesmo, como também é uma das
areas envolvidas e afetadas na fisiopatologia do TAB como foi mencionado anteriormente.
Uma homogeneizacdo das areas cerebrais (hipocampo) foi feita a 20 volumes em tampéao
PBS pH 7,4 e o nivel de BDNF de cada amostra foi quantificado por ensaio imunoenzimatico
(ELISA; R&D Systems, USA) de acordo com as instrugdes do fabricante. Os resultados
foram expressos como picograma mostrando a massa de proteina BDNF/mg de proteina total
determinada pelo método de LOWRY et al. (1951).

3.1.6 Andlise estatistica

Foram feitos testes ndo paramétricos para a analise estatistica dos testes comportamentais
e ANOVA e teste post hoc de Student-Newman-Keuls para os dados paramétricos. O
programa de computador usado foi o Graph Pad Instat 5.0. para Windows. Em todos os casos,

foi utilizado o critério de significancia de p< 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA DE CAMUNDONGOS COM
MANIA INDUZIDA POR D-ANF E TRATADOS COM AAL

Como se pode observar nas figuras 10A e 10B, os animais tratados somente com d-
ANF (2 mg/kg) apresentaram a atividade locomotora aumentada significativamente quando
comparados aos do grupo controle tanto no tratamento de reversao (crossings [F6,68=15.91,
p< 0.001], rearings [F6,56= 8.35, p< 0.05]) quanto prevencdo (crossings [F6,79= 13.39,
p<0.001]; rearings [F6,67= 3.19, p< 0.05]). Os animais que foram tratados com AAL (50 e
100 mg/kg) tiveram a atividade locomotora horizontal (nimero de crossings) reduzida em 250
e 212% nos tratamentos de reversdo [F6,67= 15.79, p< 0.001] e prevencdo (p< 0.001)
respectivamente quando comparados aos animais tratados somente com d-ANF (2 mg/kg),
resultados estes semelhantes aos obtidos com a administracdo do Li (47,5 mg/kg). Quanto a
atividade locomotora vertical (nimero de rearings), ambas as doses de AAL foram eficazes
no tratamento de prevencdo (p< 0.001), enquanto no de reversdo, somente o da dose de
100mg/kg [F6,56=8.35, p< 0.05]. E importante ressaltar que nos tratamentos de reversdo e
prevencdo somente com AAL (50 ou 100 mg/kg) ndo foram obtidas alteracdes significativas
em nenhum dos parametros analisados (p> 0.05).
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Figura 10 - Nimero de crossings e rearings apresentados no teste de campo aberto apds

0s protocolos de reversao (A) e prevencao (B).
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As barras representam as médias + o erro padrdo da média. a: p < 0.05 vs. Grupo Sal+Sal, de acordo
com ANOVA seguido do Student-Newman-Keuls como teste post hoc; b: p < 0.05 vs. Grupo d-ANF
+ Sal, de acordo com o ANOVA seguido do Student-Newman-Keuls como teste post hoc.
Abreviagdes: AAL50 = 4cido alfa-lipoico 50mg/kg, AAL100 = &cido alfa-lipdico 100mg/kg, d-ANF =

anfetamina, Li = litio, Sal = salina.
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4.2 DETERMINACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

4.2.1. Protocolo de prevencgao

A administracdo de d-ANF diminuiu a atividade da SOD no HC e CE quando
comparado aos animais controles [F4,33= 22.96; p< 0.001]. Apenas os pré-tratamentos com
Li no HC (p < 0.01) e AAL 100 mg/kg no ST [F4,32=5.50; p< 0.05] foram capazes de
prevenir significativamente a diminuigdo da atividade dessa enzima quando comparados aos
animais tratados somente com d-ANF (figura 11A). O conteddo de GSH (figura 11B)
diminuiu com a administracdo de d-ANF no HC quando comparado com os animais controles
[F4,45=3.82; p< 0.05]. Essa reducéo foi prevenida pelo tratamento com AAL 50 mg/kg, 100
mg/kg e Li (p< 0.05). No houve altera¢bes nos niveis de GSH no CPF e CE (p> 0.05). Os
niveis de TBARS, representado pelo contetdo de malonildialdeido (MDA), aumentou apds o
tratamento com d-ANF quando comparado com o grupo controle no CPF [F4,32=3.20; p<
0.05], HC [F4,28=8.74; p< 0.001] e CE [F4,29=5.79; p< 0.01]. O pré-tratamento com AAL
50 e 100 mg/kg, da mesma maneira com o Li preveniram significativamente esse aumento na

peroxidacdo lipidica em todas as areas cerebrais estudadas (figura 11C).
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Figura 11 - Atividade da SOD, niveis de GSH e MDA no CPF, HC e CE apds o protocolo

de prevencao.
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As barras representam as médias + o erro padréo da média (SEM). % p < 0.05 vs. Grupo controle, °: p

< 0.05 vs. Grupo Sal + d-ANF de acordo com o0 ANOVA seguido do Student—-Newman—Keuls como

teste post hoc. AbreviagBes: Sal= salina, d-ANF = d-anfetamina, AAL50 = acido alfa-lipdico

50mg/kg, AAL100 = acido alfa-lipdico 100mg/kg, Li = Litio.
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4.2.2. Protocolo de reversao

A administracdo de d-ANF diminuiu a atividade da SOD apenas no CE, quando
comparado com os controles e esse efeito foi revertido pelo tratamento com AAL 50 e 100
mg/kg [F(4,34)=6.32; p< 0.001] (figura 12A). Uma diminui¢cdo no conteudo de GSH foi
encontrada apenas no HC dos animais tratados com d-ANF quando comparados com 0 grupo
controle [F4,41=4.89; p<0.01]. Os tratamentos com AAL 100 mg/kg e Li reverteram essa
reducdo (p< 0.05) (figura 12B). O TBARS aumentou apés o tratamento com d-ANF quando
comparado com os animais controles no CPF [F4,28=10.34; p< 0.001], HC [F4,25=3.95; p<
0.05] e CE [F4,24=3.41; p< 0.05], enquanto os tratamentos com AAL 50 e 100 mg/kg, bem
como Li, foram capazes de reverter significativamente esse aumento nas areas cerebrais
estudadas (p< 0.05) (figura 12C).
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Figura 12 - Atividade da SOD, niveis de GSH e MDA no CPF, HC e CE apds o protocolo

de reversao.
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As barras representam as médias + o erro padréo da media (SEM). % p < 0.05 vs. Grupo controle, % p
< 0.05 vs. Grupo d-ANF + Sal de acordo com 0 ANOVA seguido do Student-Newman—Keuls como
teste post hoc. AbreviagBes: Sal= salina, d-ANF = d-anfetamina, AAL50 = &cido alfa-lipdico
50mg/kg, AAL100 = acido alfa-lipdico 100mg/kg, Li = Litio.
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4.3 DETERMINACAO DOS NiVEIS BDNF NO HIPOCAMPO

No tratamento de prevencéo, observa-se (figura 13A) que a d-ANF diminuiu os niveis
de BDNF, resultado também observado nos grupos tratados com o AAL (50 e 100 mg/kg)
qguando comparados ao grupo controle [F4 ,27=3.49; p= 0.022]. No tratamento de reversédo
(figura 13B), a d-ANF também diminuiu os niveis de BDNF quando comparado ao grupo
controle [F4,30=7.34; p< 0.05], no entanto, os animais tratados com AAL (50 e 100 mg/kg) e
Li (47,5 mg/kg) apresentaram os niveis de BDNF restaurados (p< 0.001).

Figura 13 - Niveis de BDNF no HC apds os protocolos de prevencédo (A) e reversao (B).
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As barras representam as médias + o0 erro padrdo da média. a: p < 0.05 vs., b: p < 0.05 vs. controle.
Grupo Sal + d-ANF (tratamento de prevengdo) ou d-ANF + Sal (tratamento de reversdo), de acordo
com o ANOVA seguido pelo teste Student-Newman-Keuls como teste post hoc. Abreviagdes: SAL=
salina, d-ANF = d-anfetamina, AAL50 = &cido alfa-lipéico 50mg/kg, AAL100 = acido alfa-lipdico
100mg/kg, Li = litio, BDNF = fator de crescimento derivado do cérebro.
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4.4 SINTESE DOS RESULTADOS APRESENTADOS

Abaixo, seguem figuras sintetizando os resultados apresentados nos protocolos de
reversdo (Figura 14) e prevencao (Figura 15) nos testes de comportamento e bioquimicos
(acdo da SOD, niveis de MDA, GSH e BDNF).

Figura 14 — Sintese dos resultados apresentados no protocolo de reversao
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Sintese dos resultados dos testes de comportamento e bioquimicos (a¢do da SOD, niveis de MDA,
GSH e BDNF) apresentados no protocolo de reversao. Os circulos em laranja destacam os parametros

nos quais os resultados diferiram quando comparados os grupos do AAL e do Litio.
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Figura 15 — Sintese dos resultados apresentados no protocolo de prevencao
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Sintese dos resultados dos testes de comportamento e bioquimicos (acdo da SOD, niveis de MDA,
GSH e BDNF) apresentados no protocolo de prevengdo. Os circulos em laranja destacam 0s
parametros nos quais os resultados diferiram quando comparados os grupos do AAL e do Litio.
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5 DISCUSSAO

Os resultados do presente experimento demonstraram pela primeira vez que o AAL é
efetivo para prevenir e reverter as alteracbes locomotoras induzidas pela d-ANF em
camundongos, indicando que essa substancia pode ser eficaz no tratamento de episédios

agudos de mania, como também para a manutenc¢do do tratamento do TAB.

O modelo de mania induzida por d-ANF é baseado na observacéo da hiperlocomocéo,
bem como de alteracdes de marcadores de estresse oxidativo nas regibes do cérebro
implicadas na patofisiologia do TAB (hipocampo, corpo estriado e cortex pré-frontal) (FREY
et al., 2006a; FREY et al., 2006b; FREY et al., 2006c). Este modelo animal mimetiza
alteracbes comportamentais (por exemplo, a hiperatividade) e neuroquimicas observadas em
individuos bipolares. Como mencionado anteriormente, estudos precedentes estabeleceram
que estabilizadores de humor convencionais, como o litio e o valproato, sdo capazes de
prevenir e reverter as alteracbes observadas em animais tratados com d-ANF, portanto
indicando a validade preditiva adequada deste modelo animal (FREY et al., 2006a; FREY et
al., 2006d). N&o obstante, 0 modelo de d-ANF e modelos animais de transtornos mentais em
geral possuem algumas limitacbes em sua validade de constructo (EL-MALLAKH et al.,
2006; KRISHNAN; NESTLER, 2010).

O mecanismo de acdo da d-ANF, como visto na introdugdo, envolve um aumento na
liberacdo de monoaminas - especialmente dopamina (DA) - por mecanismos que incluem a
difusdo de troca induzida por d-ANF, transporte reverso, o fenémeno de transporte do tipo
canal, entre outros (FLECKENSTEIN et al., 2007). Adicionalmente, um mecanismo pelo qual
a metanfetamina, um composto muito similar & anfetamina, diminui a funcdo do transportador
de DA (TDA) esta relacionada com a formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
nitrogénio uma vez que a exposicdo do TDA a essas moléculas pode alterar sua funcéo
(FLECKENSTEIN et al., 1997; VOLZ; SCHENK, 2004). Portanto, um possivel mecanismo
de acdo mais exato da d-ANF neste modelo animal pode ser o acimulo de DA e espécies

reativas associadas & mesma nas terminagoes neuronais (YAMATO et al., 2010).

Fisiologicamente, a DA é metabolizada (Figura 16) pela monoamina oxidase,
produzindo peroxido de hidrogénio (H,O;) e é&cido dihidroxifenilacético (BERMAN;
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HASTINGS, 1999), bem como pode sofrer hidroxilacdo ndo enziméatica na presenca de Fe”* e
H.0,, 0 que leva a formacgdo de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (GRAHAM et al., 1978).
Ambas as vias podem causar disfuncdo celular devido a um desequilibrio oxidativo. A
toxicidade mediada pelo 6-OHDA inclui a inibigdo do complexo | mitocondrial (REES et al.,
2007), estresse do reticulo endoplasmatico (BERMAN; HASTINGS, 1999) e a ativacdo da
glicogénio sintase quinase-3 (GSK3) (OBATA, 2002). Esse mesmo composto pode também
ser convertido em p-quinona, podendo ativar a via da caspase-8, 0 que leva a apoptose
(STOKES et al., 1999).

Figura 16 — Metabolismo da dopamina
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Esquematizacdo do metabolismo da dopamina (BERMAN; HASTINGS, 1999; MEISER et al., 2013;
OBATA, 2002; REES et al., 2007; STOKES et al., 1999)

Adicionalmente, uma recente abordagem de integracdo com o envolvimento de
pesquisa pré-clinica, genética, neuroimagem, farmacol6gica e dominios clinicos, levou a
postulacdo da sindrome de desregulacdo dopaminérgica ao TAB (BERK et al., 2007). O
modelo prop6e uma desregulacgéo ciclica da transmissdo quantitativa de DA no TAB, sendo a
fase maniaca associada ao aumento da transmissdo dopaminérgica e uma subsequente
diminuicdo da mesma desencadeada pela hiporregulagdo de elementos chave regulatérios,

como receptores pré- e pos-sinapticos. A hiper- e hiporregulagdo podem ser mediadas por
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mecanismos homeostaticos enddgenos, existindo também vulnerabilidades individuais aos
mesmos, 0 que explica a grande variabilidade interindividual no curso desse transtorno
(BERK et al., 2010).

ApOs observar os resultados apresentados, considerar a postulada sindrome de
desregulacdo dopaminérgica e 0 mecanismo de acdo da anfetamina, infere-se que o modelo de
mania induzida por d-ANF pode, realmente, ser indicado para avaliacdo pré-clinica de

possiveis agentes com atividade antimaniaca.

O AAL é um composto naturalmente encontrado em plantas e animais e tem
propriedades antioxidantes expressivas. Essa substancia € intracelularmente reduzida a outro
antioxidante, o &cido dihidrolipbico (DHLA), pela dihidrolipoamida desidrogenase
mitocondrial dependente de NADH (SUZUKI et al., 1991), o qual foi provado possuir
capacidade de atravessar a barreira hematoenceféalica facilmente (FUCHS J., 1997). O AAL ¢é
um potente sequestrador de radicais livres que inibe a formacéo de H,O, e radicais hidroxilas,
eliminam produtos da peroxidagdo lipidica, quelam metais de transi¢do redox-ativados
(SUZUKI et al., 1991), modulam os niveis de éxido nitrico no cérebro (GROSS; WOLIN,
1995) e participam da reciclagem de outros antioxidantes (por ex., GSH e &cido ascorbico),

bem como induzem enzimas associadas a sintetizar glutationa (PACKER et al., 1995).

A producdo de EROs é um fendmeno natural fisioldgico. No entanto, quando em
condicdes que 0s mecanismos naturais de defesas estdo comprometidos (por ex.,
envelhecimento, depressdo cronica, TAB), os tecidos com alta demanda de energia, como o
cérebro, podem estar mais vulnerdveis ao dano oxidativo, resultando em estados pro-
inflamatérios (HOLMQUIST et al., 2007). Como debatido extensivamente na introducéo,
baseado na premissa de que o0 AAL é um poderoso antioxidante, o mesmo oferece vantagens
terapéuticas significantes como neuroprotetor para doencas neurodegenerativas (FUCHS J.,
1997). Estudos pré-clinicos tém evidenciado efeitos importantes do AAL em modelos de
transtornos neuropsiquiatricos, como Huntington (ANDREASSEN et al., 2001), Alzheimer
(QUINN et al., 2007), déficits cognitivos relacionados ao envelhecimento (STOLL et al.,
1993), melhoramento da fungdo mitocondrial (HAGEN et al., 1999) e depresséo (SALAZAR,
2000).
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Recentes descobertas (DESLAURIERS et al., 2011) indicam que o AAL diminui a
expressao do receptor de dopamina D2 (DRD2) em culturas de células SH-SY5Y, portanto
sugerindo que as condi¢fes oxidativas basais das células em cultura aumentam os niveis de
DRD2 (HALLIWELL, 2003; LEIST et al., 1996). Essa observacdo estid de acordo com a
nogdo de que um nivel patofisioldgico de EROs € necessério para a regulacdo adequada da
funcdo celular. E importante ressaltar que os DRD2 encontrados em estruturas subcorticais
sdo 0s receptores mais importantes relacionados a hiperlocomoc¢do (CHAVEZ et al., 2009)
induzida pela d-ANF e que os mesmos encontram-se alterados em pacientes bipolares (ZOU
et al., 2010). Adicionalmente, pesquisas anteriores inferiram que o AAL pode influenciar os
niveis de DA (SANTOS et al., 2010b). Nesse experimento, os resultados apresentados
demonstraram que o AAL reduziu a hiperlocomoc¢do induzida por d-ANF em ambos os
tratamentos, reversdo e prevencéo. E possivel que esses efeitos sejam parcialmente explicados
pelo declinio nos niveis de DA ou DRD2 induzido pelo AAL.

Baseando-se nas propriedades antioxidantes do AAL, decidimos avaliar as alteracdes
nas defesas antioxidantes (SOD e GSH), bem como a peroxidagdo lipidica em animais
submetidos aos protocolos de prevencao e reversdo nas areas cerebrais a seguir: CPF, HC e
CE. Essas areas foram selecionadas pelo fato de mudancas em parametros de estresse
oxidativo ja terem sido observadas nas mesmas quando submetidas a exposi¢cdo ao modelo
animal de mania induzida por d-ANF (FREY et al., 2006b; FREY et al., 2006c). Em adigéo,
aumentos na oxidacdo e nitracdo de proteinas mitocondriais (ANDREAZZA et al.) foram
recentemente demonstrados no CPF post mortem de pacientes bipolares. Alias, anormalidades
funcionais nos sistemas frontoestriatais (MCINTOSH et al., 2008) e no HC (FREY et al.,
2007b) foram também previamente evidenciadas em pacientes com TAB. Nas condicGes
experimentais presentes, os resultados mostram que as alteragdes na atividade da SOD e nos
niveis de GSH foram especificas para determinadas &reas cerebrais. Em relacdo a atividade da
SOD no tratamento de prevencéo, alteragdes foram observadas no CE e HC; o AAL 100
mg/kg foi capaz de prevenir a diminuigdo da atividade da SOD induzida por d-ANF na regido
do CE. Similarmente, no protocolo de reversdo, ambas as doses de AAL usadas aumentaram a
atividade da SOD no CE.

Em contraste, os niveis de GSH em ambos os protocolos variaram principalmente no
HC. Nesta area cerebral, o AAL e o Li foram capazes de prevenir e reverter as alteracoes
induzidas pela d-ANF. A SOD atua metabolizando o &nion superéxido (O*) em excesso e
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produzindo H,O,. Carvalho e colaboradores (CARVALHO et al., 2001) relataram uma
diminuicdo na atividade da SOD no CE de ratos tratados com d-ANF (20mg/kg por 14 dias).
Interessantemente, o agonista de DRD2, ropinirol, protegeu os neurdnios estriatais dos ratos
contra a toxicidade do 6-OHDA por aumentar a atividade da SOD e os niveis de GSH (IIDA
et al., 1999). O GSH, por outro lado, é a defesa antioxidante priméaria do cérebro. Reducdes
nos niveis de GSH ja foram relatadas em pacientes bipolares (GAWRYLUK et al., 2011) e
em ratos ap6s o tratamento com d-ANF (DEAN et al.,, 2011). Portanto, o aumento no
contetdo de GSH principalmente no HC e da atividade da SOD predominantemente no CE
podem estar relacionadas com o aumento das defesas antioxidantes induzido pela
administracdo do AAL. E crivel que diferentes defesas antioxidantes sejam ativadas em éareas
distintas do cérebro para proteger contra o dano oxidativo induzido pela d-ANF (FREY et al.,
2006b).

A peroxidacdo lipidica € uma das maiores consequéncias do dano cerebral mediado
por radicais livres (MECOCCI et al., 1997). No presente estudo, a administracdo de d-ANF
aumentou os niveis de MDA (um marcador de peroxidacdo lipidica) em todas as areas
cerebrais estudadas, enquanto o AAL e o Li foram capazes de prevenir e reverter essa
alteracdo. De acordo, estudos anteriores relataram um aumento na peroxidacdo lipidica no
modelo animal de mania induzida por d-ANF (FREY et al., 2006b) nas mesmas regides
cerebrais. O dano oxidativo aos fosfolipidios de membrana leva a alteragdo da fluidez da
mesma podendo levar a morte celular (MECOCCI et al., 1997). Outra causa da mesma pela
agressdo oxidativa é a ativacdo de vias apoptdticas, o que pode resultar no prejuizo dos
mecanismos de estabilizacdo de humor (BERK et al., 2011b). Portanto, a prevencdo e
reversao da peroxidacéo lipidica vistas apds a coadministracdo de AAL com d-ANF sugerem
que a reducdo do estresse oxidativo é parte do mecanismo de acdo do AAL contra a

hiperlocomocéo induzida pela d-ANF.

Observamos que os efeitos do AAL nos parametros de estresse oxidativo foram
comparaveis aqueles obtidos com o Li, com apenas trés excecdes: (i) no CE de animais
submetidos aos protocolos de prevencéo e reversdao, o AAL, e ndo o litio, preveniu e reverteu
a alteracdo da atividade da SOD induzida pela d-ANF; (ii) apenas o Li preveniu as alteragoes
na atividade da SOD induzidas pela d-ANF no HC dos animais tratados; (iii) o Li, mas ndo o
AAL, aumentou os niveis de GSH no CPF. Diferencas na distribuicdo do AAL no cérebro
podem explicar essas divergéncias (ARIVAZHAGAN; PANNEERSELVAM, 2002). Por
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exemplo, seguido o tratamento cronico com AAL (100 mg/kg, i.p., por 7 e 14 dias), o
conteddo de lipoato foi maior no CE de ratos mais velhos (acima de 22 meses de idade)
(ARIVAZHAGAN; PANNEERSELVAM, 2002). Portanto, € plausivel que em condi¢des em
que o equilibrio oxidativo encontra-se alterado (ex. envelhecimento e tratamento com d-
ANF), os niveis de lipoato estejam aumentados principalmente no CE, oferecendo defesa

antioxidante.

Esse experimento também quis determinar se os efeitos do AAL estariam relacionados
com alteracfes nos niveis de BDNF no HC. A racionalizacéo para essa hipotese foi baseada
na evidéncia disponivel que documenta concentracfes periféricas anormais de neurotrofinas
em individuos com TAB (POST, 2007b); a administracdo aguda (7 dias) de d-ANF em ratos é
associada com a diminuicdo dos niveis de BDNF no HC (FREY et al.,, 2006a); e que
estabilizadores de humor podem alterar os niveis de neurotrofinas em pacientes e animais
(FREY et al., 2006a). Curiosamente, nossos resultados demonstraram que os niveis de BDNF
foram restaurados para normalidade apenas no protocolo de reversdo. Portanto, pode ser que
0s mecanismos por tras dos efeitos do AAL contra alteracdes comportamentais induzidas pela
d-ANF estejam relacionados com mecanismos independentes do BDNF, como também
indicam que pode haver uma padrdo de resposta que relacione o tempo de tratamento com o

acido lipdico e alteracdes nos niveis de BDNF.
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6 CONCLUSAO

Similarmente ao litio, 0 AAL reverteu e preveniu a hiperatividade induzida pela d-
ANF; restaurou parametros de estresse oxidativo para niveis normais de forma area-especifica
para cada mecanismo antioxidante e reestabeleceu os niveis de BDNF no hipocampo no
protocolo de reversdo do modelo animal de mania aguda induzida por d-ANF. Os resultados
referidos sugerem que o AAL tem um futuro potencial para o tratamento do TAB.
Adicionalmente, 0s mesmos sustentam a hipdtese de que os processos “neurotroficos” e de
“estresse oxidativo” sdo relevantes para a expressdo sintomatica do TAB (BERK et al.,
2011b; POST, 2007b). Dado o fato de que o AAL é um cofator essencial para as enzimas
mitocondriais e que a disfuncdo mitocondrial estd implicada na patofisiologia do TAB
(POST, 2007b), estudos futuros deveriam investigar os efeitos do AAL na funcédo
mitocondrial (ex. como um modulador da atividade da cadeia transportadora de elétrons
mitocondrial). Uma vez que o AAL é um composto de facil acesso e de tolerabilidade
favoravel em humanos (SHAY et al., 2009), nossos dados fornecem uma ldgica para o
desenvolvimento de testes clinicos que avaliem os possiveis efeitos antimaniacos do AAL

(isolado ou como tratamento adjunto).
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