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“Quem elegeu a busca, ndo pode recusar a travessia” .
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Modelo animal de mania induzido pelo inibidor do transportador de dopamina GBR
12909: estudo de alteracdes comportamentais e neuroquimicas e prevencao/reversao
pela minociclina

O transtorno afetivo bipolar (TAB) é um transtorno cronico e debilitante e que embora afete em
torno de 2% da populacdo mundial, seu tratamento farmacoldgico ainda € limitado. Se caracteriza
pela oscilacdo entre as fases de mania e depressdo. Sua fisiopatologia se caracteriza por alteracdes
oxidativas, em neurotransmissores como a dopamina e neuroinflamatérias, dentre outras. Neste
contexto, se faz necessirio modelos animais que consigam mimetizar as diferentes fases do TAB.
No seguinte estudo um modelo animal de mania foi induzido pela administragdo aguda ou
repetida de GBR12909 (10 mg/kg, i.p.), um inibidor do transportador de dopamina (DAT),
buscando pesquisar alteragdes comportamentais e neuroquimicas. Adicionalmente, avaliou-se o
efeito da Minociclina (MINO) nas doses de 25 e 50mg/kg, uma tetraciclina que apresenta efeitos
neuroprotetores, e dos estabilizadores de humor Litio (Li) 47,5mg/kg ou Valproato (VAL)
200mg/kg neste modelo. O presente trabalho foi dividido em trés capitulos: o primeiro capitulo
avaliou o curso temporal de alteracdes comportamentais e oxidativas (em areas cerebrais
relevantes para o TAB) induzidas pela administragdo aguda do GBR12909, bem como o efeito
preventivo de farmacos estabilizadores do humor. O segundo capitulo avaliou os efeitos
preventivos/terapéuticos da MINO no comportamento de hiperlocomog¢do induzido por
GBR12909 baseado no possivel papel de mecanismos antioxidantes e neurotréficos neste efeito.
O terceiro capitulo avaliou o efeito da MINO nas alteragdes comportamentais relacionadas a
memoria de trabalho (teste de Y-maze), interagcdo social e ansiedade (labirinto em cruz), além de
também investigar a participacdo de mecanismos hipocampais como ativacdo de micrdglia e
expressdio do DAT nos animais submetidos a administracdo repetida de GBR12909. Foi
observado que a administragdo aguda de GBR12909 induziu hiperlocomocio 2 e 24 h apds sua
administracdo. Os niveis de GSH diminuiram no hipocampo e no estriado 2, 4, 8 e 12 h pos-
GBR12909. O aumento da peroxidacao lipidica foi observado 2 e 12h p6s-GBR12909 no coértex
pré-frontal (CPF), hipocampo e estriado. O Li preveniu a hiperlocomocao horizontal e vertical 2h
p6s-GBR12909, enquanto o VAL impediu as alteracdes de hiperlocomocio vertical. Ambos os
farmacos protegeram contra alteracdes prd-oxidativas. Com a administragdo repetida de
GBR12909 foi observada hiperlocomog¢ao, comportamento de risco, alteracdes de memoria e
interacdo social que foram prevenidas pelos estabilizadores de humor e por ambas as doses de
MINO. Os comportamentos de hiperlocomocao e déficit de memoria de trabalho foram revertidos
por todos os farmacos testados. Li, VAL ou MINO foram mais efetivos na reversao das alteragdes
de GSH (Glutationa Reduzida). Quanto a peroxidacdo lipidica, MINO foi mais eficaz na
prevenc¢do e reversdo no hipocampo, enquanto que Li e o VAL impediram esta alteracdo no
estriado e cortex pré-frontal. Li, VAL e MINO 25 reverteram a diminuicao dos niveis de BDNF
induzidos pela administragdo repetida de GBR12909. Na avalia¢do por imunoblotting do DAT e
IBA (Ionizing Calcium-Binding Adaptor Molecule), observou-se uma redu¢do na expressao
proteica do DAT em todos os grupos tratados com GBR12909, exceto o controle. J4 o IBA
apresentou um aumento significativo no hipocampo dos animais submetidos a administracio
repetida de GBR12909, enquanto apenas a MINO 50 foi capaz de prevenir significativamente
esta alteracdo. Portanto, conclui-se que a administracio de GBR12909 mimetiza alteragdes
comportamentais e neuroquimicas semelhantes a mania que podem ser prevenidas ou revertidas
pelos estabilizadores de humor Li e Val. A MINO se mostrou uma estratégia eficaz no controle
das alteragdes induzidas pelo GBR12909, principalmente na dose de 50 mg/kg. Logo, nossos
dados fornecem suporte pré-clinico ao desenho de novos estudos pré-clinicos e clinicos para uma
melhor investigacao dos efeitos antimaniacos da MINO.

Palavras-chave: Transtorno Bipolar; Mania; GBR12909; Minociclina; Litio; Valproato



Mouse Model of Mania Induced by GBR12909, a Dopamine Transporter Inhibitor:
Behavioral and Neurochemical Alterations Study and Prevention / Reversal by
Minocycline

ABSTRACT

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

Key-words: Bipolar disorder; Mania; GBR12909; Minocycline; Lithium; Valproate
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INTRODUCAO

1.1 Transtorno Afetivo Bipolar

O transtorno afetivo bipolar (TAB) € um transtorno cronico e debilitante. Se
caracteriza pela alternancia de humor, transitando entre episddios de mania e depressao
(VALVASSORI et al., 2016). Afeta aproximadamente 2% da populacdo mundial e
apresenta prevaléncia igual em ambos os sexos, raga ou condi¢cdo geografica (MUNEER,
2017). E uma das condicdes psiquidtricas com mais impacto na vida social, laboral e
psicoldgica dos pacientes portadores deste diagnostico (MILIENNE-PETIOT et al.,
2017a). O inicio dos sintomas costuma ocorrer na idade adulta em torno da segunda
década de vida, com consequéncias impactantes ndo s6 ao paciente, mas também a
sociedade, com altos niveis de inabilidade funcional a baixa qualidade de vida, com
influéncia em custos socioecondmicos, devido a pouca capacidade produtiva relacionada
a alternancia de humor do paciente interferindo em sua estabilidade na rotina de trabalho.
Dentre os transtornos psiquidtricos, estd associado também a risco de mortalidade
prematura e complicagdes associadas a comorbidades clinicas e alta prevaléncia de
suicidio (BLANCO et al., 2017).

A principal caracteristica clinica do TAB que o distingue de outros transtornos
psiquidtricos como esquizofrenia e depressdo maior € sua natureza ciclica entre as fases
de mania e depressdao. Os sintomas da mania se caracterizam pela hiperatividade,
irritabilidade, insdnia, grandiosidade e em algumas vezes sintomas semelhantes aos
psicdticos. A depressdao € associada a sintomas aparentemente opostos aos da mania,
como o humor triste, baixa autoestima, insonia, letargia e anedonia (ENKHUIZEN et al.,
2016).

De acordo com o Manual Estatistico e Diagnéstico de Transtornos Mentais
(DSM-V) existem trés tipos de TAB — o tipo I, Il e o ciclotimico -, sendo essa
classificacdo feita a partir da observagao da ocorréncia de quadros depressivos, maniacos
e/ou hipomaniacos (GARCIA-JIMENEZ et al., 2017). O TAB tipo I tem como
fundamental particularidade no curso clinico a presenca de um ou mais episddios
maniacos ou episodios mistos. Pacientes bipolares do tipo I também podem apresentar
um ou mais episddios depressivos ao longo da vida. Em alguns casos, existem periodos
de humor normal entre esses episodios. Ja o TAB tipo II caracteriza-se pela presenca de

um episodio depressivo e pelo menos um episddio hipomaniaco. Os pacientes comumente
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regressam a funcao usual entre os episddios. E por fim, o transtorno ciclotimico, o qual
envolve multiplos periodos de sintomas hipomaniacos e de sintomas depressivos. Na
ciclotimia os sintomas, tanto os hipomaniacos quanto os depressivos, tém ndmero,
gravidade, abrangéncia ou duragdo insuficientes para a satisfacdo dos critérios para o
diagnéstico do TAB do tipo I ou do tipo II ( AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2016). Ja o quadro conhecido como ‘“com caracteristicas mistas” se
aplica aos estados em que ha a ocorréncia concomitante de sintomas maniacos e

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

Episodio
Maniaco

Episodio
Hipomaniaco

Episodio
com
Caracte-
risticas
Mistas

Episodio
Depressivo

Figura 1: Episédios de humor no transtorno bipolar (adaptado de BOSAIPO;
JURUENA, 2017)

Uma meta-anélise incluindo 5836 individuos com TAB tipo-I e TAB tipo-II
com cerca de 70% dos pacientes com TAB tipo-I e 80% daqueles com TAB tipo-II
indicou que estes sofreram pelo menos um episddio de alternancia de humor subsequente
apos 4 anos, com um tempo médio de 1,7 anos para recaida apds um episédio no TAB
tipo-1, e 0,8 anos em TAB tipo-II (AMANN et al., 2017).

Essas alteracdes de humor no paciente com TAB se refletem nas limitagdes no
ambito comportamental, psiquico, cognitivo, afetivo, social e bioldgico, pois interferem
na sua vida como também na vida dos familiares que o acompanham na vivéncia destes
problemas, ja que o paciente pode, em muitas das vezes, precisar de cuidado nas suas
atividades de rotina devido a baixa autonomia nas habilidades individuais. Essas

dificuldades podem intervir nas relacdes conjugais, habilidades parentais, bem como ter
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consequéncias também na vida dos individuos que os acompanham neste trajeto
(CUHADAR et al., 2015).

Dentre as causas etioldgicas do TAB estdo as interferéncias de exposi¢ao
ambiental, incluindo eventos estressantes de vida e/ou abuso ou dependéncia de
substancias quimicas, além do forte impacto da predisposicdo genética. Alguns genes
podem ser significativos apenas quando certos fatores externos sio estimulados e levados

em consideracdo (MISIAK et al., 2017).
1.1.1 Fisiopatologia do TAB

A fisiopatologia do TAB envolve desde alteracdes nos niveis de
neurotransmissores como dopamina e glutamato como a relagdo com estresse oxidativo,
disfun¢do mitocondrial, de neuroplasticidade, variacdes pro-inflamatdrias, além da
predisposicao genética. Todos esses fatores em conjunto contribuem para o aumento da
carga alostética e, consequentemente, para a progressao do transtorno, condi¢des clinicas
mais criticas e intervencao farmacoldgica ainda mais significativa. A carga alostética se
refere ao termo alostase, o qual indica efeitos nocivos do estresse cronico sobre o tecido
nervoso e o corpo como um todo. Além da prépria resposta do organismo buscando se
adaptar a mudancas metabdlicas, imunoldgicas, de controle energético, hormonais e
neurohumorais (Figura 2), fazendo com que a progressiva ativagdo deste mecanismo se

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

2008a).

DHEA inflamatérias
—— Citocinas

nti-inflamatbrias
Estresse oxidativo

Figura 2 — Entendimento das relacdes entre mediadores de alostase envolvidos na
resposta ao estresse no TAB (MAGALHAES; FRIES; KAPCZINSKI, 2012)

Parassimpatico
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No que se refere ao processo de desregulacdo na via do TAB, estudos indicam
desregulacdo nos niveis de dopamina (DA) no episodio de mania do transtorno, através
de alteracdes significativas nos receptores dopaminérgicos em &4reas cerebrais como
hipocampo, corpo estriado, coértex pré frontal e vermis cerebelar (BERK et al., 2007)
(MINICHINO et al., 2014) (DE QUEIROZ et al., 2018). Esse aumento irregular dos
niveis de DA ¢ uma das fontes do aumento das espécies reativas de oxigénio (EROs),
interferindo no balanco oxidativo em marcadores como GSH, bem como na peroxidag¢ao
lipidica com o composto malondialdeido (MDA) (FREY et al., 2006a). O estresse
oxidativo causa prejuizo ao DNA com danos aos teldomeros que, diminuidos, podem
acelerar a morte celular e o envelhecimento dos individuos portadores do transtorno
(FREY et al., 2007), bem como causa diminuicdo da neuroplasticidade e um aumento nos
niveis intracelulares de célcio responsivos ao estresse oxidativo, além da expressao de
genes moduladores da cadeia transportadora de elétrons com a potencial disfungao
mitocondrial e sua relacdo em estimular a producdo excessiva de EROs (QUIROZ et al.,
2008). J4 as alteracdes do sistema glutamatérgico estdo relacionadas a neurotoxicidade
pela estimulacdo do influxo de Ca*? através da hiperestimulacdo dos canais idnicos, bem
como a disfun¢do mitocondrial e a uma incapacidade desta de tamponar o excesso de
Ca*> (BLACKER et al., 2017) (Figura 3): Além da crise energética que pode alterar o
gradiente de Na* necessario para a captagio de glutamato pelos astrocitos e ocasionar um
transporte reverso, causando efluxo do estoque de glutamato astrocitario.

No contexto da sinaliza¢do intracelular na fisiopatologia do TAB, estudos
indicam alteragdes na atividade das proteinas G em éareas cerebrais como o cortex pré-
frontal. A ativacdo de proteinas G desencadeia uma sinalizag@o intracelular através de
segundos mensageiros, proteinas quinase e outros efetores. Dentre as vias de sinaliza¢dao
com maior evidéncia no TAB, estdo a via do GSK3 — B e do fosfatidilinositol (MANIJI;
DREVETS; CHARNEY, 2001). A proteina GSK3 — B estd envolvida em diversos
processos que regulam a atividade celular, como complexos protéicos que dao
sustentabilidade para a estrutura da célula e fatores de transcri¢cdo celular como o CREB
(cAMP responde element binding) estando, dessa forma, ligada a capacidade de alterar
a plasticidade neuronal, crescimento dendritico, e na modificagdo da plasticidade
sindptica (DOBLE; WOODGETT, 2003) e seu importante papel nos processos de
sinalizagdo irregular em processos patolégicos, principalmente na apoptose neuronal e na

morte celular, estando associada a fisiopatologia de transtornos neuropsiquiatricos como
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sua relacdo com o estresse oxidativo e outras alteragdes no TAB (VALVASSORI et al.,
2017). Sabe-se que estabilizadores do humor como carbonato de Litio (Li) e valproato
(VAL) utilizados como primeira estratégia terapéutica no TAB, atuam inibindo a GSK-
3B, refor¢ando seu papel na fisiopatologia do TAB (DE SOUSA et al., 2015). De fato,
atuar em vias de prevencdo da progressao do transtorno, como assim atuam o0s
antioxidantes, previne-se também, em consequéncia a desregulacdo celular ativada pelo
excesso de GSK-3B, refor¢cando também a importancia de farmacos com atividade no

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

BONF

= Giltamut
T o@l

TN TN ST E TR R TP AR T L T T L P e PO T TR P s R R i e
AL R B AL AL e AR b AL S LM e A AL L A S A L Sl X L IR a5

Receptor
L-Citmudina | L-Argilina

TRE B
mlnqwuﬁu:l

\

Neuroplasticidade, neurogénese, sobrevivéncia celula

Figura 3 — Modulacdo da neuroplasticidade, neurogénese e sobrevivéncia celular por
meio da modulacao da atividade da GSK — 3B (Adaptado de KAPCZINSKI, QUEVEDO
et al, 2009)
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Nesse sentido, € importante destacar que para simular as alteracdes observadas
no TAB € preciso utilizar modelos animais que simulem cada vez melhor o transtorno,
levando em consideracdo, portanto, os critérios de face, preditivo e de constructo dos
modelos animais (MACEDO et al., 2013). Partindo desse principio, é importante salientar
que o tratamento inadequado do TAB, predispde a uma piora progressiva no quadro e
consequéncias clinicas na cognicdo, memoéria € menor resposta ao tratamento
farmacoldgico. Fatos que podem acontecer por influéncias no estilo de vida ou contato
com situacdes de estresse, podendo levar um ciclo (Figura 4) em que os episddios de
humor influenciados por eventos estressantes podem causar reducao dos niveis de BDNF
(Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro) e repercutir em dano celular com
remodelamento cerebral em areas como cortex pré-frontal, hipocampo e corpo-estriado e
posterior adapta¢do, mas que com contato novamente com eventos estressores pode levar
ao processo de neuroprogressdo (BERK et al., 2011), fato este que deve ser estudado em
protocolos de pesquisa pré-clinica e clinica visando o reforco da necessidade de

prevencao e adesdo ao tratamento para evitar a piora do quaro clinico do TAB.

- Episodios do humor -

Eventos
e oano
celular
Adaptacdo Remodelamento
cerebral

Cortex Pré Frontal

Hipocampo
Corpo Estriado

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

Frente a todos os impactos que esse transtorno apresenta na vida do paciente, é
inquestionavel a necessidade de tratamento farmacol6gico, embora a escolha do
medicamento seja complexa e envolva estratégias distintas nos diferentes estagios da

doenca: mania, depressdo e eutimia (CHENIAUX, 2011), o que serd abordado em se¢ao
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posterior. Portanto, todo o conjunto de sinais e sintomas que envolve esse transtorno se
caracteriza como um grave problema de satde publica e indicando assim a necessidade
de permanente investigacao de suas condig¢des clinicas, fisiopatologicas e farmacolégicas,

o que vem sendo feito através de modelos animais.

1.2 Modelos animais tipo Mania do Transtorno Bipolar

Embora o TAB se apresente como um grande problema de satde publica, seu
arsenal terapéutico é limitado e, portanto, apresenta a necessidade do estudo de novas
substancias e alvos terapéuticos. Para isso, € necessario que modelos animais robustos se
estabelecam para que através deles, se possa avaliar critérios semelhantes aos que
envolvem a fisiopatologia do transtorno e sua resposta a tratamentos ja estabelecidos.
Esses modelos devem atender trés conjuntos de critérios nomeados de face, constructo e
preditivas. A validade de face refere-se a capacidade do modelo de imitar os sintomas do
transtorno no humano, enquanto a validade de constructo € o potencial do modelo para
replicar correlagdes fisiopatologicas encontrada na desordem humana. Finalmente, os
medicamentos convencionais utilizados para tratar o transtorno sdo utilizados para
verificar seu potencial de prevenir e / ou reverter as alteragdes induzidas no modelo para

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

CRITERIOS PARA VALIDACAO DE UM MODELO ANIMAL DE
DOENCA

FACE Capacidade do modelo de mimetizar o comportamento

apresentado pelo humano com a doenca;

CONSTRUCTO Capacidade do modelo de mimetizar sintomas

fisiopatoldgicos apresentados pelo humano com a doenga;

PREDITIVO Capacidade do modelo de responder aos tratamentos

preconizados como padrdo para a determinada doenca;

Quadro 1: Elaborado pela autora

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

depressdo, entretanto, na grande maioria dos modelos animais, esses periodos sao
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observados de forma separada, jA que ainda praticamente nenhum modelo conseguiu
mimetizar esse estado subjetivo do transtorno. Nesse contexto os modelos animais
simulando de forma distinta a depressd@o e mania sao mais comuns. No presente estudo,
trabalhamos com um modelo animal de mania induzido por GBR12909 que ser4 relatado
mais a frente.

Nesse sentido, a literatura cientifica indica que os modelos animais de mania
mais consistentes sdo baseados no estado hiperdopaminérgico subjacente a mania, como
o modelo induzido pela administracdo repetida de d-anfetamina, reconhecido como
modelo “padriao-ouro”. Este modelo trouxe evidéncias importantes sobre a implicag¢ao da
dopamina (DA), do estresse oxidativo, neurotrofinas e alteragdes mitocondriais na
fisiopatologia da mania (FREY et al., 2006b) (VALVASSORI et al., 2010).
Notavelmente, o estresse oxidativo esta sendo implicado na fisiopatologia, bem como na
neuroprogressdao do TAB (BERK et al., 2011).

O modelo de mania induzido por D-anfetamina foi primeiramente proposta pela
coadministracdo de clordiazepoxido-dexanfetamina (DAVIES et al., 1974) e depois pela
administracdo de 1,5 mg / kg de d-anfetamina (CAPPELIEZ; MOORE, 1990).
Recentemente, este modelo enfrenta restri¢des burocraticas e de acesso devido ao alto
potencial de abuso de d-anfetamina (RUSH et al., 2001), o que limita a aquisi¢do desse
medicamento para fins de pesquisa. Como uma tentativa para garantir a manutencdo deste
modelo, recentemente nosso grupo propds o uso do dimesilato de lisdexamfetamina
(LDX), um pr6-farmaco de d-anfetamina (MACEDO et al., 2013) na inducao do modelo
animal tipo mania, o que vem sendo reproduzido por alguns grupos de pesquisa (EGER

et al., 2016).

1.2.1 Modelo animal de mania induzido por GBR 12909

Conforme citado anteriormente, os modelos animais de mania sdo de suma
importancia para a pesquisa de novas vias envolvidas na sua génese bem como na
descoberta de inovacdes no tratamento farmacoldgico do TAB. E, apesar da etiologia e
da fisiopatologia da mania ainda permanecerem com conhecimento limitado, o aumento
da neurotransmissdao dopaminérgica se apresenta como um aspecto neurobioldgico
central subjacente a este estado de humor (BERK et al., 2007). Evidéncias convincentes

apoiaram o envolvimento de expressdo anormal do transportador de dopamina (DAT) na
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neurobiologia do TAB. E notéavel que o polimorfismo de nucleotideos no gene do DAT
sdo significativamente prevalentes em pacientes com TAB (PINSONNEAULT et al.,
2011%). Além disso, estudos de vias genéticas tendem a associar variantes no gene DATI
humano ao aumento de susceptibilidade ao TAB (GREENWOOQD et al., 2006*). Algumas
dessas variantes, como rs27072 C> T, t€ém importantes consequéncias funcionais na
homeostase da DA, como demonstrado pela redu¢do da expressdo de DAT na superficie
celular de estudo com cultura de células (HORSCHITZ et al., 2005) (PINSONNEAULT
etal., 2011*). Animais com delecao genética de DAT (DAT-KO) (BARR et al., 2004) ou
com redugdo da expressdo de DAT (DAT-KD) (YOUNG; HENRY; GEYER, 2011)
apresentam traco hiperdopaminérgico e alteragdes comportamentais marcantes que se

assemelham a mania em testes comportamentais de avaliacao de locomocao em roedores.

Com base nas evidéncias acima mencionadas e o envolvimento de DAT na
susceptibilidade ao TAB, a administracio de GBR12909 [1- {2- [bis- (4-fluorofenil)
metoxi| —etil} -4- (3-fenilpropil) piperazina] foi proposta no inicio desta década como um
modelo farmacol6gico vidvel para indu¢dao da mania. O GBR 12909 € um inibidor do
DAT de longa duracdo, com alta afinidade e um rapido inicio de acdo. Importante
ressaltar que o modelo de mania induzido por GBR12909 € baseado na etiologia do TAB,
em que os polimorfismos no DAT humano foram associados ao endofenétipo bipolar
(GREENWOOD et al., 2006) (PINSONNEAULT et al., 2011a). A administracdo aguda
de GBR12909 em roedores induziu vérias caracteristicas do comportamento semelhante
a da mania, como hiperatividade e exploracdo aumentada (YOUNG et al., 2010a), bem
como impulsividade e comportamento de risco (J. et al., 2013). Até o momento, a validade
de face deste modelo de mania foi avaliado pela determinac¢do da hiperlocomogao
imediatamente apds a administracio do GBR12909 (YOUNG et al., 2010a). A validade
preditiva deste modelo foi determinado pelo uso dos medicamentos estabilizadores do
humor como valproato (VAL) (VAN ENKHUIZEN et al., 2013) e litio (Li) na reversao
de efeitos induzidos por GBR12909 (QUEIROZ et al., 2015) e a validade de constructo
pela sua acdo como inibidor do DAT e estimulag@o do estado hiperdopaminérgico. De
maneira geral, o uso do inibidor seletivo de DAT, GBR12909, emergiu como um modelo
animal com validade adequada para a mania apresentando um grande potencial para a
triagem de novos medicamentos eficazes para o tratamento do TAB. Vale destacar que a
maioria dos grupos de pesquisa utiliza a administracdo aguda do GBR12909 como

modelo de mania.
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O estudo do modelo animal tipo mania induzido por GBR12909 busca contribuir
com a investigacdo de vias fisiopatologicas do TAB e também como via para descoberta

de novas substancias com potencial farmacologico para esse transtorno.

1.3 Tratamento farmacoldgico do transtorno bipolar

O tratamento farmacoldgico para o TAB tem papel determinante e
inquestionavel, e é realizado, tanto agudo quanto profilaticamente, principalmente, com
estabilizadores do humor. Entretanto, uma grande quantidade dos pacientes tem
recorréncia de episodios de alteracdo do humor durante a vida, mesmo em uso da
medicacdo adequada. Estudos demonstraram que 40% dos pacientes em tratamento para
o TAB apresentaram recaidas em um ano e 73% apresentaram recaidas em cinco anos.
Sabe-se que as recaidas pioram a evolu¢do do transtorno, aumentando a ocorréncia de
novos episodios, diminuindo o intervalo entre estes e piorando o atividade psicossocial
(VIETA; SANCHEZ-MORENO, 2008).

Nas tltimas décadas, a preocupacao com a farmacoterapia para o TAB aumentou
significativamente devido as limita¢des existentes relacionadas a resposta ao tratamento.
De fato, o farmaco de primeira escolha, o litio, estd associado a efeitos colaterais sérios
que interferem na rotina do paciente de forma complexa e onerosa (CIPRIANI et al.,
2011) (YILDIZ et al., 2015). Além disso, nenhum farmaco provou eficicia em todas as
fases do TAB (SMITH et al., 2007). Portanto, o uso de modelos animais com validade
preditiva devem, em ultima instancia, ajudar no desenvolvimento de novas formas de
tratamento, seguras e potencialmente efetivas para este transtorno complexo (LOGAN;

MCCLUNG, 2016).

O presente estudo escolheu para efeito de comparacdo com a atividade da
minociclina (MINO) no modelo animal de mania induzido pelo inibidor do transporte de
dopamina, GBR12909, o carbonato de litio (Li) e o valproato de s6dio (VAL). Litio,
protétipo para o tratamento do TAB como estabilizador do humor (KETTER et al., 2016)
e Valproato, um anticonvulsivante que vem sendo prescrito para o TAB em substitui¢do
ao Li ou, adicionado a ele, e que apresenta resposta clinica principalmente para pacientes

com ciclagem rapida. (MORENO et al., 2004).
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1.3.1 Carbonato de Litio

A utilizacdo terapéutica inicial do litio em 1840, na forma de carbonato,
designava-se ao tratamento da gota e das patologias consideradas na época associadas ao
excesso de 4cido urico no organismo. A hipotese para essa indicacao terapéutica procedeu
da observacdo de que o carbonato de litio diluia o 4cido drico em estudos in vitro. Desde
entdo, o uso do litio se ampliou, tornando-se recomendado, mesmo sem fundamento
cientifico, para o tratamento de diversas enfermidades e como promotor de satude.
Entretanto, surgiram muitos casos de toxicidade e o litio permaneceu negligenciado até as
observagdes de John Frederick Joseph Cade, na década de 1940. Cade julgava que os
quadros de pacientes com mania provinham de alteracdes na concentracdo de acido turico
no organismo dos portadores, e assim realizou o primeiro estudo do efeito terapéutico de
litio no controle agudo da mania. Encontrou um efeito positivo nos 10 portadores de
mania em que testou a nova medicacdo (ZUNG; MICHELON; CORDEIRO, 2010) e,
desde entdo, o Li continua a ser o melhor tratamento estabelecido a longo prazo para o
TAB. E embora seu uso ja venha ha mais de 50 anos, a eficicia vem de ensaios clinicos
em que o Li foi incluido como um comparador ativo. Possui atividade terap€utica no risco
ao suicidio em torno de 50% em pacientes com TAB, entretanto, os beneficios do Li sao
limitados frente aos efeitos colaterais e ao seu baixo indice terapéutico (GEDDES;

MIKLOWITZ, 2013).

Embora sua indicacdo terapéutica para o TAB seja bem-conceituada, seu
mecanismo de acdo ndo € totalmente compreendido. Seus efeitos farmacoldgicos
conhecidos incluem a inibicdo da glicogénio sintase quinase-3R (GSK3R), enzima que
participa de muitos processos homeostiticos mas que no TAB apresenta-se alterada,
regulacdo de neurotrofinas e do receptor de 4cido amino-3-hidroxil-5-metil-4-
isoxazolepropiénico (AMPAR), entre outros efeitos , (GIDEONS et al., 2017), os quais
refletem na sua atividade antioxidante, anti-inflamatéria e anti-apoptética, (JORNADA
et al.,, 2011) (DA-ROSA et al., 2012) (VALVASSORI et al., 2017), relevantes na

atividade molecular como estabilizador do humor.

Dentre as atividades conhecidas e relevantes no mecanismo de acdo do TAB
estdo seu papel como antioxidante e como inibidor da enzima GSK3f. Como antioxidante

parao TAB ¢é reconhecido em diversos estudos através da anélise de sua atividade em
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parametros de enzimas antioxidantes como a glutationa reduzida (GSH) e os niveis de
malonaldeido (MDA), produto da peroxidacdo lipidica e da super6xido dismutase (SOD)
(CUTIetal., 2007) (VALVASSORI et al., 2015), indicando a relacdo das espécies reativas
de oxigénio (EROS) com a via de indu¢do de morte celular no TAB bem como com a
desregulagdo em vias de fosforilagdo como a da GSK38. Ao inibir a GSK38, fator central
no seu mecanismo de acao e, de fato, a sua atividade na estabilizacdo do humor, devido
a sua capacidade de se ligar a essa proteina pela competicio com Mg** ao sitio de ligacio
da GSK38. Além disso, o Li também aumenta a fosforilagdo da GSK38, atuando nesse
ponto como um mecanismo de amplificagdo para a inibi¢do direta desta proteina nos
niveis terapéuticos deste estabilizador do humor. A importancia da inibicdo da GSK38
nos transtornos de humor foi verificada em modelos animais usando camundongos
knockin de GSK38, os quais expdem aumento da hiperatividade locomotora induzida por
anfetamina com e aos comportamentos semelhantes a depressao induzidos pelo estresse.
Esse fato demonstra que uma ativacdo anormal da GSK3B, pode aumentar
susceptibilidade a ambos os polos apresentados em transtornos bipolares, reforcando que
a atividade desenfreada da GSK3B pode contribuir para mecanismos patoldgicos
envolvidos no transtorno bipolar. Em contrapartida, € importante observar a concentragao
terapéutica de Li, pois acima de ~ 1 mM € toxico, provavelmente pelo efeito inibitorio
direto da GSK38. Logo, a inducio da fosforilagdo inibitoria da GSK38 pelo litio pode ser
critica para a sua eficicia terap€utica e tolerabilidade, reforcando que embora o Li
apresente ativa resposta no TAB, ha a necessidade de novos medicamentos com menos
efeitos colaterais e potencialmente toxicos (BEUREL; GRIECO; JOPE, 2015), pois a
preocupacdo com seus efeitos nocivos e qual manejo clinico escolher (Quadro 2), com a
perspectiva de tratamento para o TAB e para a qualidade de vida dos pacientes € uma dos

grandes motivos de pesquisa de novas estratégias terapéuticas para esse transtorno.



Efeitos colaterais

Aumento de peso
(Torrent et al, 2008)
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Efeitos colaterais e seu manejo.

Comentdrios

Pode ocorrer a médio prazo, mas tende a
estabilizar.

Manejo
Orientagao dietética e atividade fisica regular.

Distarbios
gastrointestinais
(Freeman e Freeman,

2006)

Desconforto gastrointestinal, diarréia,
nduseas e vomitos. Pode se dever ao pico
plasmatico ou maior sensibilidade gastrica.
Tendem a desaparecer com o tempo. Podem
ser sinais de niveis toxicos.

Alterar horarios de tomada (dose concentrada
ao deitar ou durante refeigoes). Tentar
comprimidos de liberagao controlada (CR).
Orientar dieta obstipante.

Sonoléncia (Freeman e
Freeman, 2006)

Em geral pouco intenso e melhora com o
tempo. Pode ser sinal de nivel toxico.

Concentrar dose a noite.

Alteragoes da fungio
sexual (Stimmel e
Gutierrez, 2006)

Redugao do desejo sexual e raramente
anorgasmia.

Tentar reduzir medicagbes concomitantes

com perfil semelhante de efeito colateral.
Assodiacao de trazodona ou bupropiona.

Alteragoes da fungiao
tireoideana (Freeman e
Freeman, 2006)

Nao esta relacionado a indugao de
anticorpos, mas induz hipotireoidismo com
uso prolongado (mais de 6 a 18 meses). Afeta
em torno de 30% dos pacientes, sendo mais
comum em mulheres. Pode estar associado
a ciclagem rapida e leva a um maior risco
de depressao.

Administrar levotiroxina em dose suficiente
para normalizagao dos valores de TSH,
mesmo se hipotireoidismo subclinico.

Alteragoes da fungio
renal (Freeman e
Freeman, 2006)

Ha relatos de ocorréncia de fibrose intesticial,
esclerose glomerular, disfungao da reabsorgao
de dgua e aumento de creatinina com o uso
prolongado de anos.

Monitorar fungao renal com frequéncia
frente a suspeita de comprometimento renal.
Manter doses minimas necessarias. Substituir
litio se alteragbes se configurem progressivas.

Polidipsia, poliuria
(Freeman e Freeman,

2006)

Pode ocorrer uma redugao da resposta renal
ao horménio antidiurético. Pode ocorrer
Diabetes Insipidus Nefrogénica.

Controle da ingestao hidrica. Administracao
em dose tnica a noite pode melhorar
polidipsia e politiria. Em casos resistentes o
uso de diuréticos tiazidicos com monitoragao
de eletrdlitos ou diuréticos poupadores de
potassio (amiloride). Redugao de dose pode
auxiliar no controle.

Fadiga, lentificagao

Podem ser sinais de niveis toxicos. Podem

No caso de persisténcia pensar em redugao

motora, fraqueza melhorar com o tempo. de dose ou substituigao.

muscular (Chadirian e

Lehmann, 1980)

Tonturas (Chadirian e Melhoram com o tempo. Alterar hordrios, concentrar a noite. Uso de

Lehmann, 1980) dimenidrato auxilia.

Tremores (Van Gerpen, Os tremores em geral sdo de extremidadese  Reduzir dose se possivel. Uso de

2002) finos. Pode ser sinal de nivel toxico. betabloqueadores pode controlar o tremor.
Uso de bebidas com alto teor de cafeina pode
contribuir para o tremor.

Alteragoes cognitivas Prejuizos de meméria podem ocorrer. Manter em dose minima necessaria ou

(Pachet e Wisniewski, avaliar substituigao.

2003)

Problemas Precipitagio ou exacerbagio de acne e Tratamento dermatolégico especifico

dermatolégicos (Yeung e  psoriase. controla o quadro em geral.

Chan, 2004)

Alteragoes Ocorrem com niveis plasmaticos muito  Monitorar individuos cardiopatas com ECG

cardiovasculares elevados, com bloqueios de condugio, frequente. Manter controle rigoroso dos

(Freeman e Freeman,

2006)

alargamento de intervalo QT, inversao e
achatamento de onde T.

niveis terapéuticos.

Quadro 2: Efeitos colaterais do Litio e seu

CORDEIRO, 2010)

manejo (ZUNG; MICHELON;
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1.3.2 Valproato de Sédio

O é4cido valproico (VAL), um inibidor da histona desacetilase, ¢ comumente
prescrito para pacientes com epilepsia € TAB por seus efeitos anticonvulsivos e
estabilizadores do humor. Exerce efeitos antiepilépticos através da modulagao de varias
vias, tais como a inibi¢do das desacetilases de histonas (HDACs) e da glicogénio sintase
quinase, GSK38, supressdo da transaminacao de 4cido butirico de aminoicidos gama e
excitabilidade neuronal mediada por N-Metil D-Aspartato, bloqueando os canais de
calcio e de sédio. A eficécia, a tolerabilidade e a seguranga do VAL foram comprovadas
para varios tipos de convulsdes. No TAB, avan¢os na pesquisa pré-clinica indicam que
seu papel neuroprotetor, possuindo propriedades anti-inflamatdrias, antiapoptoéticas e
neurotroficas (CHEN et al., 2014), caracteristicas que reforcam sua prescricdo para o
TAB em consondncia com sua agdo nas vias de fisiopatologia deste transtorno.
Clinicamente isso € observado através de suas propriedades antimaniacas equivalentes ao

Li, com indicios do seu papel nas recaidas dos pacientes quando no estado maniaco.

Levando em consideracdo sua atividade terapéutica como inibidor das histonas,
que atuam como invoélucro e organizacdo do DNA, e seu envolvimento na fisiopatologia
do TAB, vale ressaltar que essas proteinas t€ém locais onde se ligam grupos acetil, e
quando estas s@o acetiladas por enzimas acetiltransferase, elas facilitam a ligacdo de
fatores de transcri¢do ao DNA. Em contraste, as enzimas histonas desacetilase (HDAC)
sdo responsaveis pela remocao dos grupos de acetil das histonas, condensando o DNA e
inibindo a transcricdo do gene. Estudos demonstraram que a modulacao da atividade de
HDAC pode ser um alvo terapéutico de farmacos para o TAB como o Li e o Val, onde o
valproato foi capaz de reverter distirbios associados ao estresse oxidativo, as
neurotrofinas e alteracdes comportamentais em modelos animais de depressao (LOPES-

BORGES et al., 2014).

Ademais, embora sua prescricio para o TAB esteja instituida como uma
alternativa ao Li e aos antipsiciticos dependendo do estdgio do paciente, algumas
limitacdes sdo associadas ao tratamento com VAL, desde falta de efetividade na
totalidade dos pacientes, apesar com resposta melhor em pacientes com ciclagem ripida
ou episddios mistos, demonstra ser menos ativo que os antipsicoticos usados na mania
aguda. Também exibe uma predisposi¢ao a efeitos colaterais, interagdes farmacologicas

com outros farmacos também prescritos para o transtorno, além do potencial teratogénico
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e da necessidade de monitorizagao terapéutica (FREEMAN; STOLL, 1998). Dessa
forma, apesar do uso estabelecido do VAL para o transtorno, suas limitacdes indicam e
avigoram que assim como o Li e as outras alternativas de tratamento, ha necessidade de
pesquisa e investigacdo de novos farmacos, com menos efeitos colaterais e mais

efetividade, reforcando o trajeto e a hip6tese inicial deste trabalho.

1.4 Redirecionamento de farmacos para o tratamento do TAB

A etiologia do TAB ainda nao € totalmente conhecida e, relacionado a isto,
nenhum agente terap€utico foi desenvolvido especificamente com base na compreensao
da fisiopatologia do transtorno, gerando a necessidade de medicamentos com mecanismo
de acdo diversos para tratamentos efetivos. Nesse contexto, medicamentos como litio,
valproato, carbamazepina e antipsicoticos atipicos sdo utilizados para o tratamento da
mania. Embora essas drogas tenham atividade terapéutica para muitos individuos com
TAB, problemas significativos ainda permanecem, como tolerabilidade e eficicia. A
adesdo ao tratamento também ¢é afetada por efeitos adversos, tais como sedacdo e ganho
de peso. Portanto, existe uma necessidade urgente de desenvolver novos tratamentos mais
diligentes para o TAB (AHMAD et al., 2016).

Para tanto, estudos pré-clinicos vém buscando contribuir com a investigacao de
novas substancias através dos testes em modelos animais. Temos como exemplo a
investigacao por nosso grupo de pesquisa da atividade do acido lipdico no modelo animal
de mania induzido por d-anfetamina, com promissores resultados (MACEDO et al.,
2012).

A busca por novas sustancias terapéuticas pode seguir dois caminhos: 1)
descoberta de substancias novas sem nenhum uso terapéutico ainda na clinica, ii)
substancias ja prescritas para outra finalidade, mas devido a atuar em vias da
fisiopatologia do transtorno estudado, serem tteis de forma a que pesquisas possam
sugerir o redirecionamento ou ampliacdo de sua indicacdo, contribuindo para que
substancias que ja estdo no mercado possam com comprovacdo cientifica ampliar sua
indicagdo na clinica.

Um medicamento que € aprovado para uma certa indicacao ndo limita que esta
seja a unica admissivel, e que o medicamento s6 possa ser prescrito para ela. Outras

indicacdes podem estar sendo, ou vir a ser pesquisadas, as quais, submetidas ao 6rgao
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responsavel, e quando terminados os estudos, poderdo vir ser aprovadas. Estudos
concluidos ou realizados apds a aprovacdo inicial podem, por exemplo, expandir o uso
do medicamento para outra faixa etaria, para uma fase distinta da mesma doenca para a
qual a recomendacdo foi aprovada, ou para uma outra patologia, assim como o uso pode
se tornar mais limitado do que inicialmente se aprovou. Uma vez comercializado o
medicamento, enquanto as novas indicagdes ndo sao aprovadas, seja porque as evidéncias
para tal ainda ndo estdo concluidas, ou porque a agéncia reguladora ainda as esta
avaliando, € possivel que um médico ja veja a necessidade de prescrever o medicamento
para um seu paciente que tenha uma delas. E possivel ocorrer situa¢des de um médico
querer tratar pacientes que apresentem uma certa condi¢cdo que, por afinidade com outra
andloga, ou por base fisiopatoldgica, ele creia que que a prescri¢do de um determinado
medicamento ainda ndo aprovado para determinada indica¢do possa vir a favorecer o
tratamento. O medicamento sendo empregado nas circunstancias propostas acima esta
caracterizado o uso off label do medicamento, ou seja, o uso ainda ndo aprovado para
aquela indicag@o. O uso off label de um medicamento € feito por responsabilidade do
médico que o prescreve, e pode vir a assinalar-se como um erro médico, mas em grande
parte das vezes trata-se de uso essencialmente correto, apenas ainda ndo aprovado
(ANVISA,2017).

Com o aumento das pesquisas e descoberta dos processos fisiopatoldgicas de
transtornos mentais e vias de atuacdo de farmacos, o uso off-label € algo que vem
aumentando. Entretanto, como j4 citado, a comprovagao cientifica é o que pode reforgar
e indicar de forma documentada uma nova indicagao a um medicamento ja estabelecido
no mercado. Esse ponto é de grande contribui¢do para a populacdo, pois assim, os
medicamentos ja terdo disponibilidade para compra e tratamento, bem como o custo ser
mais acessivel, e isso contribuir de forma extremamente significativa para o tratamento
de transtornos mentais como no caso da mania.

Portanto, o presente trabalho buscou contribuir investigando, a partir de
indicacdes na literatura de uma substincia ja estabelecida no mercado com indicagdao
como antibidtico, a minociclina, e seu potencial em transtornos mentais devido a sua
atividade antioxidante, anti-inflamatdria, e regulatéria em processos de neurotoxicidade
relacionadas a neurotransmissores como serotonina e glutamato.(KIM; SUH, 2009)

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

potencial terapéutico.

1.5 Minociclina nos transtornos psiquiatricos

A minociclina € uma tetraciclina semi-sintética de segunda geragao que tem uso
terapéutico hi mais de 30 anos devido a suas propriedades antibidticas contra bactérias
gram-positivas e gram-negativas. E uma molécula com caracteristicas lipofilica, o que
lhe confere a capacidade de atravessar a barreira hematoencefélica de seres humanos
melhor do que outras tetraciclinas. E facilmente absorvida pelo intestino apés ingestio
oral, o que implica em apresentar baixa tendéncia a produzir resisténcia bacteriana
(MIYAOKA et al., 2007).

Apresenta excelente biodisponibilidade por via oral, com meia vida de 11-22
horas, 0 que a permite atingir concentragdo plasmatica 12 vezes superior aos outros
compostos do grupo. Outra propriedade deste farmaco € sua organizagdo molecular que
lhe garante ter até cinco vezes mais afinidade por lipidios que as demais tetraciclinas em
pH fisiol6gico, o que proporciona alta difusdo através das membranas fosfolipidicas, e
permite obter concentragdes clinicamente diligentes no Sistema Nervoso Central (SNC)
(OLIVEIRA et al., 2014).

E usada principalmente no tratamento da acne vulgar e algumas doencas
sexualmente transmissiveis. Recentemente, tem sido relatado que as tetraciclinas podem
exercer uma variedade de acdes bioldgicas que sdo independentes da sua atividade
antimicrobiana, incluindo atividade antiinflamatéria e anti-apoptética, inibi¢do da
protedlise, angiogénese e metastase tumoral. Essas descobertas dizem especificamente
respeito a minociclina. Descobriu-se também que possui diversos efeitos bioldgicos nao-
antibidticos que sdo benéficos em modelos experimentais de varias doengas com base
inflamatoria, incluindo dermatite, periodontite, aterosclerose e distirbios auto-imunes
como artrite reumatdéide e doenca inflamatéria intestinal. Além disso, a minociclina
também surgiu como a substincia mais eficaz derivada de tetraciclina com papel
neuroprotetor (GARRIDO-MESA; ZARZUELO; GALVEZ, 2013) (DEAN et al.,
2012a).

Dessa forma, varios estudos t€ém destacado o papel potencial da minociclina,

segunda geracdo de tetraciclina (Figura 6), com sua caracteristica de atravessar a barreira
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hematoencefalica (ESALATMANESH et al., 2016) como agente neuroprotetor contra
multiplas condicdes neurodegenerativas e neuroinflamatdrias, como Parkinson
(QUINTERO et al., 2006), Huntington (KUMAR; CHAUDHARY; MISHRA, 2013),
doenca de Alzheimer ((EL-SHIMY; HEIKAL; HAMDI, 2015), esquizofrenia, depressao
e autismo (ESALATMANESH et al., 2016) (REUS et al., 2015). As propriedades
neuroprotetoras da minociclina sdo atribuidas, em parte, devido aos efeitos na inibicao
das células da glia
(astrécito / microglia), caspase 1 e iNOS (MIYAOKA et al., 2007), além de poder
também estar implicada a sua associagdo a preservacdo de integridade mitocondrial e
citocromo ¢ (CHEN et al., 2012).

Seus efeitos benéficos nos transtornos mentais foram atribuidos ao seu
importante papel anti-inflamatério com atividade regulatéria sobre agentes pro-
inflamatorios, incluindo o 6xido nitrico, o fator de necrose tumoral-a e interleucina-1p,
suas propriedades neurotroficas, antioxidantes e propriedades anti-apoptéticas (KRAUS
et al., 2005) (GARRIDO-MESA; ZARZUELO; GALVEZ, 2013) (KIM; SUH, 2009).
Nos dtltimos anos, os beneficios da minociclina para o tratamento de transtornos
psiquiatricos vem sendo explorado (DEAN et al., 2012a). Estudos em animais mostraram
que a minociclina diminui o efeito neurotoxico induzido pelo glutamato, como também
da serotonina e da dopamina no cortex pré-frontal, além de sua capacidade de promover
a neurogénese. Quanto as desordens do humor, alguns estudos evidenciaram o potencial
da minociclina como tratamento adjuvante para depressao bipolar (HUSAIN et al., 2017)

(SAVITZ et al., 2012) e depressao unipolar (MY AOKA et al., 2012).
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MINOCICLINA

ANTIBIOTICO

Acne Vulgar
Doencas sexualmente transmissiveis

Cancer
Osteoporose
Autismo
AIDS
Aterosclerose
. - Isquemia
,/ Dermatite \, Doengas neuropaticas

| . / Esclerose multipla
\\\ periodontal A Doencas

neurodegenerativas

-Art—;/\ ANTIINFLAMATORIO

',/ reumatoide

. Doencas V% ANTI-APOPTOTICO
~—inflamatérias
/ IMUNOMODULADOR

Figura 5 — Efeito clinico da Minociclina com atividgde antibiotica e ndo antimicrobiana
(Adaptado de (GARRIDO-MESA; ZARZUELO; GALVEZ, 2013)

No entanto, hd uma falta de estudos sobre os possiveis efeitos da minociclina na
mania, bem como explorar os possiveis mecanismos relacionados a esta agao.

Acredita-se que esse seu potencial de diminuir o efeito neurotoxico induzido
pelos neurotransmissores glutamato e dopamina, sua atividade na neurogénese, como
antioxidante e antiinflamatério corroborem para possivel atuacdo nas vias
fisiopatologicas do TAB, sendo assim uma substancia a ser mais investigada tanto em
estudos pré-clinicos quanto clinicos da mania do TAB (DEAN et al., 2012a) (DEAN et
al., 2017).

NH2 NH2

HO 0 HO 0 0

Tetraciclina Minociclina

Figura 6. Estrutura quimica da tetracilina e da minociclina (GARRIDO-MESA;
ZARZUELO; GALVEZ, 2013)
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1.6 Relevancia e Justificativa

Os transtornos psiquiatricos se caracterizam por alteragdes nos ambitos mentais
que envolvem primariamente atividade desregulada de neurotransmissores e
consequentemente na acdo em areas cerebrais que intervém no comportamento de
individuos que sdao acometidos e em suas atividades sociais e psicoldgicas com prejuizos
familiares, laborais e financeiros, sendo dessa forma um campo de necessério interesse
de pesquisadores da area de satide mental ao redor de todo o mundo.

Dentre esses transtornos, o TAB vem sendo objeto de investigacdo de varios
grupos de pesquisa, haja vista a prevaléncia de em torno de 2% da populagdo mundial,
acometendo homens e mulheres no mesmo percentual e com alteracdes de humor,
memoria, cognitiva, de trabalho e havendo uma grande relacdo entre o transtorno e o
acometimento de suicidio, sendo assim um grande problema de sauide publica.

Embora os estudos acerca do TAB sejam intensos, seu tratamento farmacol6gico
ainda permanece com significativas limitacOes, tendo um arsenal terapéutico curto e com
baixa efetividade clinica, além dos efeitos colaterais que influenciam na adesdo ao
tratamento dos pacientes. O principal farmaco para tratamento do TAB € o carbonato de
Litio, que atua ha décadas como principal escolha, embora apresente potencial efeito
téxico.

Na busca de novos tratamentos farmacoldgicos evidencia-se a necessidade de
modelos animais robustos e confidveis em termos de semelhanca comportamental,
fisiopatoldgica e a resposta aos tratamentos conhecidos. Novos modelos animais para o
TAB sao necessarios, visando compreender melhor sua fisiopatologia e também
contribuir como meio de novos tratamentos. Vale destacar que os modelos animais mais
utilizados mimetizam apenas fases distintas do transtorno, como mania ou depressao. No
caso especifico da simulagdo de comportamentos tipo mania 0 comportamento mais
avaliado € a hiperlocomocao, que simularia a agitacdo psicomotora dos pacientes. Vale
destacar que uma investigacdo comportamental mais ampla se faz necessaria para o
melhor dimensionamento dos efeitos dos farmacos estudados através destes modelos.

Neste contexto, o presente estudo se prop0s a investigar o efeito do GBR 12909
uma substancia com ac¢ao inibidora do DAT, através da analise inicial de curva dose x
resposta com administracdo aguda do GBR 12909 e posterior adequagdo a protocolos ja
estabelecidos como o protocolo de mania induzido por anfetamina, com 14 (quatorze)

dias de tratamento nos protocolos de prevencgao e reversdo. Feito isso, buscando novas
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alternativas de farmacos, foi administrado nos animais em que foi induzido o modelo tipo
mania do TAB com GBR 12909, a minociclina, uma tetracilina que vem se mostrando
nos ultimos anos com potencial neuroprotetor e efeitos clinicos em transtornos
psiquiatricos como depressao e esquizofrenia, € a comparagao do seu efeito aos de grupos
tratados com Li e Val.

Logo, pesquisas que investiguem tanto novos modelos animais em psiquiatria,
bem como novos farmacos, ou mesmo o redirecionamento destes, como no caso da
minociclina, se mostram de grande relevancia, ja que com resultados significativos
podem agir de forma translacional atuando como uma ponte e contribui¢ao dos estudos
pré-clinicos na atividade e prética clinica de pacientes e profissionais da area de saude

mental.
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2.0 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
v" Estudar alteragdes comportamentais e neuroquimicas no modelo animal de
mania induzido pela administragdo aguda ou repetida do inibidor do DAT, GBR 12909,
determinando também os efeitos preventivos e terapéuticos de drogas estabilizadoras do
humor e da minociclina, como estratégia de redirecionamento de farmaco no tratamento

da mania.

2.2 Objetivos Especificos

Capitulo I:

* Determinar o curso temporal (no periodo de 24h) das alteracdes comportamentais,
oxidativas e neurotroficas induzidas pela administracdo aguda do inibidor do DAT,
GBR12909;

* Determinar o efeito preventivo dos estabilizadores do humor, litio (Li) e Valproato

(VAL) no modelo de mania por GBR129009;
Capitulo II:

* Avaliar os efeitos da minociclina nas doses de 25 e 50mg/kg na prevencao e reversao
das alteracOes comportamentais (hiperlocomocdo e comportamento de risco) e
neuroquimicos [glutationa (GSH), substancia reativa a acido tiobarbitirico (TBARS) e
niveis de BDNF] em camundongos submetidos a administra¢ao repetida do inibidor do

transporte de dopamina, GBR129009;
Capitulo III:

* Investigar os efeitos da minociclina nas doses de 25 e 50mg/kg na reversao e prevengao
das alteracdes comportamentais (memoria de trabalho, ansiedade, comportamento de
risco e interacao social;

* Avaliar as alteracOes hipocampais na expressao de DAT e IBA1 (marcador de ativagao
microglial) em animais submetidos ao modelo de mania por administracdo repetida de

GBR12909 e tratados com minociclina;
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3.0 METODOLOGIA

3.1 Animais

Foram utilizados Camundongos Swiss machos adultos (25-30g), provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal do Ceara (UFC), mantidos a um ciclo
claro/escuro inverso de 12 h e ambientados em grupos de 8 animais com livre acesso a
comida e agua. O projeto foi aprovado pelo Comité de ética e uso de animais (CEUA) da
UFC sob nimero 137/14 e os experimentos foram conduzidos de acordo com diretrizes

do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

3.2 Drogas

Os animais receberam injecdes intraperitoneais (i.p) de cloridrato de minociclina
(Sigma Aldrich, St Louis, USA, Mino 25 ou 50mg/kg) dissolvida em 2% de
dimetilsulfoxido (DMSO). GBR 12909 dihidrocloridrato (Sigma, St. Louis, USA)
10mg/kg, Carbonato de Litio 47,5 mg/kg (Li; Sigma, St Louis, USA) foi dissolvido em
agua destilada e Valproato de Sodio 200mg/kg (VAL, Life Pharmaceutical Company)
dissolvido em Solu¢do Salina 0,9%. Grupos controle receberam Solucdo Salina 0,9%.
Todas as solugdes foram administradas em um volume de 0,1 ml a cada 10g de peso

corporal.

3.3 Desenho Experimental

Os experimentos foram divididos em trés tipos de protocolos: Protocolo I: curva
dose x tempo das alteracdes comportamentais e de estresse oxidativo induzidas por GBR
12909 (Figura 7) e determinacdo da atividade preventiva do litio e valproato em
parametros comportamentais € oxidativos induzidos pela administracdo aguda de GBR

12909 (Figura 8).
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PROTOCOLO I (a) - GBR 12909 como um modelo animal de mania: curso
temporal de alteracdes comportamentais e oxidativas em areas cerebrais e efeito de

farmacos estabilizadores do humor

Figura 7 — Protocolo experimental 1

4h apos a
administracdo

12h
administragao

r—
Avaliagao e Avaliagio
da atividade do estresse
locomotora oxidativo

Camundongos Swiss foram submetidos a uma administracdo de GBR12909 e submetidos a avaliacio
locomotora e de parametros de estresse oxidativo (GSH e TBARS), 2, 4, 8, 12 ou 24 h p6s-GBR12909.

Fonte: Propria autora
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Figura 8 - PROTOCOLO EXPERIMENTAL I (b): Prevencao por estabilizadores

do humor

N —

Avaliagdo da Avaliagao do
atividade estresse
locomotora oxidativo

Camundongos Swiss foram tratados por 3 dias com medicagdes estabilizadoras do humor, litio ou
valproato ou salina. No terceiro dia receberam uma administracdo de GBR12909 ou salina e foram
avaliados 2 h ap6s para a determinagdo de alteragdes locomotoras e oxidativas. O tempo de 2 h foi
escolhido baseando-se que nesse periodo o firmaco j4 iniciou sua atividade farmacoldgica apds
administragao.

Fonte: Figura elaborada pela autora
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Protocolo II: Determinagao da prevencao e reversao (tratamento de 14 dias) nos

parametros comportamentais, oxidantes e neurotroficos de animais submetidos a0 modelo

de mania induzido por GBR 12909 pela minociclina;

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

GBR12909 em camundongos: papel de mecanismos antioxidantes e neurotroficos

Figura 9 — Protocolo experimental 11
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10 7° 140
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oxidativo e
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4

Fonte: Figura elaborada pela autora

Tratamento
durante 14 dias

Diferentes grupos de camundongos Swiss foram submetidos a protocolos e prevengdo ou reversao,
ambos durando 14 dias. No protocolo de prevengao os animais receberam Salina, Litio ou Minociclina
(Mino) nas doses de 25 ou 50 mg/kg por 7 dias e foram tratados por mais 7 dias com as estratégias de
prevencdo e 30 min apds com GBR12909. No protocolo de reversdo os animais receberam GBR12909
por 7 dias e por mais sete dias receberam além do GBR12909 Salina, Litio ou Minociclina (Mino) nas
doses de 25 ou 50 mg/kg. 2 h ap6s a dltima administracdo das drogas os animais foram submetidos ao
teste do campo aberto e teste do odor do gato e tiveram seus cérebros dissecados para a avaliacdo de
parametros de estresse oxidativo e BDNF.

Legenda: GBR = GBR12909 10 mg/kg intraperitoneal (i.p.); Sal = salina 0,9% i.p.; Li = litio 47,5 mg/kg i.p.; MINO2S5 = Minociclina
25 mg/kg via oral (i.p.); MINOS50 = minociclina 50 mg/kg v.o.
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Protocolo IIl: Determinagdo da prevengdo e reversdo de parametros

comportamentais e de alteragdes na expressao de proteinas hipocampais pela minociclina

(Figura 10).

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

minociclina

Procedimento
Experimental - 3
[ ¢
10 70 140
dia dia | dia |
Tratamento de Prevencao
Salina 0.9% GER 12909
u GBR 12909
val GER 12909
Mino 25 GER 12909
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=
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Tratamento
durante 14 dias

Fonte: Figura elaborada pela autora

Diferentes grupos de camundongos Swiss foram submetidos a protocolos e preven¢do ou reversdao, ambos
durando 14 dias. No protocolo de prevencdo os animais receberam salina, 1itio ou Minociclina (Mino) nas
doses de 25 ou 50 mg/kg por 7 dias e foram tratados por mais 7 dias com as estratégias de prevencdo e 30
min ap6s com GBR12909. No protocolo de reversdo os animais receberam GBR12909 por 7 dias e por
mais sete dias receberam além do GBR12909 salina, litio ou Minociclina (Mino) nas doses de 25 ou 50
mg/kg. 2 h ap6s a tltima administracdo das drogas os animais foram submetidos aos testes de labirinto em
Y (avaliacdo da memoria de trabalho), intera¢do social e labirinto em cruz (avaliacdo da ansiedade) e
tiveram seus cérebros dissecados para a avaliagdo de pardmetros de estresse oxidativo e BDNF.

Legenda: GBR = GBR12909 10 mg/kg intraperitoneal (i.p.); Sal = salina 0,9% i.p.; Li = litio 47,5 mg/kg i.p.; MINO25 = Minociclina
25 mg/kg via oral (i.p.); MINOS50 = minociclina 50 mg/kg v.o.

v
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No primeiro protocolo, grupos foram avaliados nos tempos 2, 4, 8, 12 ou 24 h
apds administracdo de GBR 12909, bem como foram tratados de forma preventiva com
Li, Val ou Sal por 3 (trés) dias e no ultimo dia (3° dia) 30 min e 2h p6s-GBR 12909 foram
avaliados quanto a alteragdes na atividade locomotora e testes de avaliacdo do estresse
oxidativo. No segundo e terceiro protocolos foram aplicados os delineamentos
experimentais de prevenc¢do e reversdo com a Minociclina nas doses de 25 e 50mg/kg,
bem como com os estabilizadores de humor, Li e Val, em animais tratados com
GBR12909. Na etapa de prevencdo, buscou-se reproduzir a fase de manutencdo do
tratamento do TAB e na etapa de reversao o tratamento do episdédio maniaco conforme
descrito por (FREY et al., 2006c; YOUNG et al., 2010b). Tanto a etapa de prevengao
como de reversdo duraram ao todo 14 dias. No protocolo de preven¢@o os animais eram
tratados nos 7 primeiros dias com Sal, Mino 25 ou 50 mg/kg, i.p. ou com o0s
estabilizadores Li 47,5 mg/kg ou Val 200 mg/kg, e nos outros 7 dias a cada um desses
grupos foi adicionado o GBR 12909 10mg/kg (ip). Na reversao os animais foram tratados
nos 7 primeiros dias com GBR 12909 10mg/kg (ip) e nos outros 7 dias a cada grupo
respectivo foi adicionado Sal ou Mino 25 ou 50 mg/kg, i.p. ou com os estabilizadores Li
47,5 mg/kg ou Val 200 mg/kg (Figura 9). Cada grupo foi constituido por oito a dez

animais.



48

3.4 Testes comportamentais

Os testes comportamentais no periodo diurno entre 10 e 16 horas. Os animais
foram transportados para a sala de comportamento nas suas caixas-moradia e foram
manipulados pela base da cauda em todos os momentos. Essa forma de contencio foi
escolhida com a finalidade de prevenir que ocorram fraturas, divulsdo da pele e
conseqiientes ferimentos, além disso, tal manobra dificulta que, devido a sua agilidade, o
animal se vire e morda o operador (PAIVA; MAFFILI; SANTOS, 2005). Eles
permaneceram nessa sala por pelo menos 24 horas antes do inicio dos testes para
ambientacdo. Durante os testes de comportamento, o ambiente foi mantido com baixa

luminosidade.

3.4.1 Campo Aberto

O teste do campo aberto foi realizado com a finalidade de avaliar a atividade
locomotora (ARCHER, 1973) dos animais submetidos aos protocolos de tratamento com
GBR 12909, Carbonato de Litio, Valproato de S6dio e Minociclina. Foi realizado em um
campo de 30 cm X 30 cm rodeado por paredes de 15 cm de altura feitas de acrilico. O
chdo preto do campo aberto foi dividido em nove partes iguais por linhas brancas. O
aparelho foi colocado em uma sala com luz vermelha. Os animais foram cuidadosamente
colocados no centro do campo e foi permitido que eles explorassem livremente o cenério
por 1 min (periodo de habituacdo). O parametro observado foi o numero de quadrados
cruzados (com as quatro patas) de maneira horizontal (crossing) e vertical (rearing) dos

animais por um periodo de 5 minutos.

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

Disponivel em:

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

O teste de interacdo social visou avaliar a interacdo social e a atividade motora
dos animais submetidos aos protocolos de tratamento com GBR 12909, Carbonato de
Litio, Valproato de S6dio e Minociclina. O aparato do teste consiste em uma caixa de
acrilico 60 x 40 cm dividida em trés cAmaras. Os animais foram capazes de mover-se
entre as camaras através de uma pequena abertura (6 x 6cm) em divisores. Nas camaras
das extremidades havia uma gaiola de ferro, uma com um camundongo desconhecido e
do mesmo sexo (cAmara social) e outra vazia (cAmara oposta). Os animais teste foram
colocados na camara central, cada um teve um tempo de Smin de exploracdo na caixa
(RADYUSHKIN; HAMMERSCHMIDT, 2009) . Foi medido o tempo gasto em cada uma
das trés camaras, e a preferéncia social foi definida como: (% tempo gastado na cdmara

social ) — (% tempo gastado na camara oposta).

Figura 12 - Representacdo do aparato utilizado no teste de interacao social

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

O teste do labirinto em Y visou avaliar a memoria de trabalho e o comportamento
cognitivo exploratério dos animais submetidos aos protocolos de tratamento com GBR
12909, Carbonato de Litio, Valproato de Sédio e Minociclina. O labirinto consiste em 3
bracos idénticos de 40 cm de comprimento, 25 cm de altura e 6 cm de largura cada
convergindo a um angulo igual. Cada camundongo foi colocado na extremidade de um
braco e deixado para explorar o ambiente por 8 minutos. A sequéncia dos bragos em que
os animais entraram foi entdo anotada e as informacoes analisadas de forma a determinar
o numero de entradas no braco sem repeticdo. Uma alternagao foi considerada correta se
o animal visitou um novo brago e nao retornou ao braco anteriormente visitado (exemplo
de alternacdo correta: bracos 1,2,3 ou 3,1,2). Assim, a percentagem das alternacdes foi
calculada como a razio entre as alternacdes corretas (n) e o nimero de visitas realizadas
durante o periodo de observacdo (n-2), multiplicado por 100 (FRASER et al., 1996),
(DALL’IGNA et al., 2004).

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

Start

Sequéncia de entrada nos bracos

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

O labirinto em cruz elevado, originalmente descrito por (PELLOW et al., 1985),
visou avaliar o comportamento de risco e ansiedade dos animais submetidos aos
protocolos de tratamento com GBR 12909, Carbonato de Litio, Valproato de Sédio e
Minociclina. O aparato é composto de acrilico e coberto por férmica preta, e consiste em
dois bracos abertos opostos (50x10 cm), e dois bragos opostos fechados (50x10 cm). Os
quatro bragos estdo elevados 50 cm do chdo. O animal € colocado no centro do labirinto
com a cabeca voltada para um dos bragos fechados no inicio do experimento. Foi
registrado o tempo de permanéncia do animal em cada braco (TEBA e TEBF) e o nimero
de entradas nos bracos abertos (NEBA) e fechados (NEBF), durante 5 minutos. Os
resultados foram expressos em porcentagem, levando em consideracdo a atividade de
entrada e tempo do animal nos bracos abertos, j4 que a exposi¢do nesse braco estad
relacionada com o comportamento de risco que visamos observar. O célculo da
porcentagem de TEBA se deu através da multiplicacao do tempo em segundos (s) que o
animal permaneceu nos bracos abertos multiplicado por 100 e dividido por 5 minutos, o
que equivale a 300s em segundos. Ja o cdlculo da porcentagem do NEBA se deu através
da ndmero de entradas nos bragos abertos multiplicado por 100 e dividido pela soma de
movimento do animal entre os bracos abertos e os bracos fechados. O experimento foi

realizado numa sala de comportamento isolada de ruidos e com baixa iluminacao.

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

= =

n )

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

O teste do odor do gato visou avaliar o comportamento de risco dos animais
submetidos aos protocolos de tratamento com GBR 12909, Carbonato de Litio, Valproato
de Sédio e Minociclina. Este teste ocorreu sob iluminagao de luz vermelha em uma arena
de teste transparente medindo 40 cm de comprimento x 27 cm de largura x 36 cm de
altura. Os camundongos foram expostos a duas condicdes de odor: de gato ou neutra. No
dia do teste (14° dia), o odor de gato foi obtido esfregando vigorosamente um pano imido
(18 x 22 cm) contra a pele de um gato adulto feminino doméstico por 5 min. Para o teste
com o odor neutro, também foi utilizado um pedago de tecido umedecido, s6 que sem
contato com gatos. Este procedimento foi realizado 1 h antes da sessdo experimental.
Antes da primeira exposi¢cdo ao odor de gato, o pano impregnado foi deixado por dez
minutos na sala teste e os animais foram expostos em suas gaiolas-moradia a tampa de
acrilico um dia anterior ao teste, por um periodo de dez minutos, com o intuito de habitua-
los ao aparato. O pano de odor para gato foi mantido em uma bolsa de pléstico selada.
Cada pano foi usado apenas para uma exposicdo. As pecas imidas do pano original, ndo
esfregadas no gato, foram usadas para o odor neutro. Todas as exposi¢des de odor neutro
sempre precederam as exposicoes ao odor do gato, a fim de evitar vestigios de odor de
gato que influenciem o grupo de odor neutro. A arena de teste e a barreira de esconderijo
foram lavadas com sabao laboratorial sem perfume e 4gua apds cada animal. Para cada
animal, o teste foi realizado durante 5 min. Os parametros gravados foram: o nimero de
contatos do pano do gato, o tempo dos contatos do pano do gato e a duragao dos eventos
na area de protecdo. O contato do tecido foi definido como contato direto ou sentindo o
odor <5 cm do pano. O evento de abrigo foi definido quando a entrada de animais com
as quatro pernas na area de protecdo atrds da barreira de esconderijo (DIELENBERG;

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

3.5 Medicao dos niveis séricos de litio

Seguindo a decapitacdo, o soro de cada animal tratado com litio foi separado por
centrifugacdo. Os ensaios foram realizados com um fotdometro de chama digital (AP
LabNova série 1500, Sao Paulo, Brasil). Animais apresentaram niveis de litio no intervalo
de 0,8-1,1 mEq / 1, tal como recomendado para o tratamento de pacientes com TAB

(HOPKINS; GELENBERG, 2000).

3.6 Determinacao de parametros de dano oxidativo

Os testes para avaliacdo do estresse oxidativo foram o da determinagdo de
Glutationa Reduzida (GSH) e dos Niveis de Espécies Reativas ao Acido Tiobarbitirico
(TBARS), visando aferir os niveis de Glutationa Reduzida e do Malonaldeido (MDA) nas
areas cerebrais corpo estriado, cortex pré-frontal, hipocampo e vermis cerebelar de
animais submetidos aos protocolos de tratamento com GBR 12909, Carbonato de Litio,

Valproato de Sédio e Minociclina.
3.6.1 Preparacao de tecido

As amostras de tecido cerebral foram homogeneizadas (10 vezes (w/v) arrefecidas
com gelo, com 0,1 M de tampao fosfato (pH 7,4). Os homogenatos foram centrifugados
a 10.000 rpm durante 15 minutos, e aliquotas dos sobrenadantes foram separados e usados

para a determinacdo dos parametros de estresse oxidativo.
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3.6.2 Determinacio de Glutationa Reduzida (GSH)

Os niveis de GSH foram quantificados com o objetivo de avaliar defesas
endogenas contra o estresse oxidativo. O método € baseado na reacdo de reagente de
Ellman (DTNB), com grupos tiol livres. As areas do cérebro foram diluidas em tampao
de 0,02 M de EDTA (10% w / v) e adicionadas a uma solucao de acido tricloroacético a
50%. Ap6s centrifugacdo (3000 rpm/15 min), o sobrenadante do homogeneizado sera
recolhido e os niveis de GSH determinados (SEDLAK; LINDSAY, 1968).
Resumidamente, as amostras serdo misturadas com 0,4 M de tampao tris-HCI, pH 8,9 e
0,01 M de DTNB. Niveis de GSH foram determinados por espectrofotometria a 412 nm,
calculada com base numa curva padrdo de glutationa e expressos como ng de GSH/g de

tecido umido.

3.6.3 Niveis de espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)

A peroxidagdo lipidica foi avaliada pela mensuracdo de substancias
tiobarbitiricas acido-reativas (TBARS) nos homogenatos. As amostras foram
homogenizadas com tampao fosfato de potassio monobasico 50 mM pH 7.4, 63uL. do
homogenato foi misturado a 100 pLL de acido perclérico 35%, sendo estas centrifugadas
(7000 rpm/15 min), no qual 150 pL. do sobrenadante foram recuperados e misturado com
50 pL de 4cido tiobarbitirico 1,2%, e em seguida, estas amostras foram aquecidas em um
banho de agua fervente por 30 min. Apds o resfriamento, a peroxidacao lipidica foi
determinada por absorbancia a 535 nm e foi expressa como pumol tecido malonaldeido

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

3.7 Dosagem de BDNF hipocampal

A dosagem de BDNF buscou quantificar na rea cerebral hipocampo a neuroplasticidade
de animais submetidos aos protocolos de tratamento com GBR 12909, Carbonato de
Litio, Valproato de Sédio e Minociclina. Os niveis de BDNF foram quantificados no
hipocampo por ELISA, através de ensaio imunoenzimatico (Kit DuoSet R&D Systems,
EUA). Resumidamente, as placas para ELISA de 96 pocos foram incubadas com o
anticorpo de captura para BDNF por 18h em temperatura ambiente com 100uL de

anticorpo para cada pogo. Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com 200uL
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de tampao de lavagem (R&D Systems, EUA) e bloqueadas com 200uL. de BSA 1% (R&D
Systems, EUA) por 1 h. Apds o bloqueio, 100uL das amostras ou da curva padrao foram
adicionadas em cada poco e incubadas por 2 h em temperatura ambiente. As placas foram
entdo lavadas trés vezes com 200ul de tampao de lavagem e depois incubadas com
anticorpo de deteccdo para BDNF em temperatura ambiente por 2 horas. Na etapa
seguinte, as placas foram lavadas novamente por trés vezes com 200uL de tampado de
lavagem e incubadas com 100 puL de estreptavidina em temperatura ambiente por 20
minutos. Novamente, as placas foram lavadas trés vezes com 200uL de tampdo de
lavagem. Na etapa seguinte, 100 uLL da solucdo substrato para revelacdo (R&D Systems,
EUA) foram adicionadas em cada poco e incubadas por 20 min a temperatura ambiente
protegidos da luz. A reacdo enzimatica foi cessada, adicionando 50 uL solu¢do de parada
(H2SO4). Enfim, a absorbancia foi medida a 450nm. O resultado foi expresso em pg/g de

tecido.

3.8 Determinacao dos marcadores DAT e IBA através da técnica de Western
Blotting

A técnica de western blotting (Towbin et al. 1979; Burnette 1981; Towbin and
Gordon 1984) (TOWBIN, 1993) também pode ser denominada protein immunoblot e
consiste na deteccdo de proteinas especificas em amostras de lisados celulares ou de
tecidos. Os passos para a elaboracdo dessa técnica podem ser resumidos em cinco etapas:
(1) extracao e quantificacdo das proteinas; (2) fracionamento das proteinas da amostra em
um gel de poliacrilamida; (3) transferéncias dessas proteinas para uma membrana; (4)
incubacdo da membrana com um anticorpo para detectar a proteina especifica a ser
analisada; e (5) revelacdo dessa membrana para anélise dos dados. Ela foi realizada no
trabalho com a finalidade de determinar os marcadores DAT e IBA nas amostras cerebrais
de hipocampo dos animais submetidos aos protocolos de tratamento com GBR 12909,

Carbonato de Litio e Minociclina.
3.8.1 Extracao de proteinas

O hipocampo foi macerado com auxilio de cadinho e pistilo em nitrogénio
liquido. O produto desse processo foi inserido em microtubo contendo 100 ul de tampao
RIPA (25 mM Tris-HCI pH 7,6; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 1% NP-40; 1% triton-X-
100; 1% deoxicolato de sodio; 0,1% SDS) e inibidor de protease (Sigma Aldrich, EUA,
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1uL de inibidor de protease: 100uL. de RIPA). Em seguida, as amostras foram vortexadas
por 30 segundos, a cada 10 min por 30 min, e centrifugadas (17 min, 4°C, 13000 rpm). O
pellet foi desprezado e o sobrenadante (porcdo que contém as proteinas) foi transferido

para um novo microtubo.
3.8.2 Método Bradford para dosagem de proteina

A concentracdo de proteinas totais na amostra foi determinada pelo emprego de
reagente de Bradford (Bio-Rad Protein Assay — Dye Reagent Concentrate - BioRad
Laboratories, Hercules, CA, USA). A ligaca@o a proteina ocorre quando absor¢do maxima
da solu¢do acida Coomassie Brilliant Blue G-250 muda de 465 para 595 nm. Foram
pipetados 160 uL de amostra e 40 uL de solu¢do de Bradford nas placas e a leitura foi
feita por espectrofotdometro (595 nm), utilizando-se uma curva de calibragcdo de albumina

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

Inicialmente, preparou-se 50 ug de proteina referente a cada amostra, adicionando tampao
da amostra (BioRad, EUA 65,8 mM Tris-HCI, pH 6,8; 26,3% glicerol; 2,1% SDS; 0,01%
azul de bromofenol) e B-mecaptoetanol (BioRad, EUA), vortexando por 10s, aquecendo
no banho maria (95°C, 5 min) e centrifugando (10000 rpm, 4°C, 30s). Em seguida,
realizou-se a eletroforese vertical de proteinas em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-
PAGE) a 60 V nos primeiros 15 min para deposi¢do das amostras no fundo do pogo e 120
V para o restante da corrida, onde foi utilizado gel a 10% e tampao de corrida (25 mM
Tris; 192 mM glicina; 1% SDS). Apés a corrida, efetuou-se a transferéncia por
eletroforese das proteinas do gel para a membrana de PVDF (BioRad, EUA, Fluoreto de
polivinilideno) a 100 V por duas horas em tampao de transferéncia (25 mM Tris; 192 mM
glicina; 20% metanol). Apos esta etapa, as membranas foram bloqueadas por uma hora
em agitagdo constante, para reduzir as ligacdes inespecificas, com 5% BSA (Sigma-
Aldrich, EUA) diluido em tampao salina Tris-HCI suplementado com Tween 20 (TBST-
20 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,1% Tween 20). Em seguida, realizou-se a lavagem
das membranas com TBST, sendo trés lavagens por 10 min cada. Na etapa seguinte, as
membranas foram incubadas, overnight a 4°C sob agitagao constante, com os anticorpos
rat anti- DAT IgG primary antibody (1:1000; Abcam, USA) e rat anti-IBA primary
antibody (1:1000; Wako, USA) diluidos em 1% de BSA em TBS-T. Apos esta etapa,
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realizaram-se trés lavagens de 10 min cada com TBS-T. As membranas foram incubadas
com os anticorpos secundarios HRP-goat anti-rabbit IgG (1:1000; Invitrogen, USA)
ou HRP-goat anti-mouse IgG (1:1000; Sigma, USA) por duas horas em temperatura
ambiente. Decorrido este tempo, as membranas foram lavadas 4 vezes, duracao de 10 min
cada, com TBS-T. Enfim, adicionou-se o reagente de quimioluminescéncia (BioRad,
EUA, Clarity western ECL blotting substrate) e as membranas foram agitadas por 5 min.
As imagens das bandas foram capturadas por um sistema de ChemiDoc™ Imaging
Systems (Biorad, EUA). A densidade das bandas foi mensurada por meio do software

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

3.8.4 Analise estatistica
A anélise dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism versao 6.0
para Windows, GraphPad Software Inc., San Diego Califérnia EUA Copyright © 1992 —

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

Comportamentais e de Estresse Oxidativo Induzidas por GBR 12909 foram analisados

com ANOVA de duas vias seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey, nos

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

Determinacdo da Atividade Preventiva do Litio e Valproato em Parimetros

Comportamentais e Antioxidantes da Administracio Aguda de GBR 12909 foram

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

multiplo de Tukey. Os dados comportamentais do Protocolo III: Determinacdo da

Atividade de Prevencao e Reversdo da Minociclina nos Pardmetros Comportamentais,

Antioxidantes e Neuroquimicos de Animais Submetidos ao Modelo de Mania Induzido

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

Tukey como teste post hoc para comparagdes multiplas, enquanto que os dados
neuroquimicos foram avaliados por ANOVA de uma via com teste de Tukey post hoc.

Valores significativos para as andlises foram consideradas quando p< 0,05.
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4.0 RESULTADOS
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CAPITULO I

GBR 12909 como um modelo
animal de mania: curso temporal
de alteracOoes comportamentais e
oxidativas em areas cerebrais e
efeito de farmacos estabilizadores

do humor
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4.0 Capitulo I - GBR 12909 como um modelo animal de mania: curso temporal de
alteracoes comportamentais e oxidativas em areas cerebrais e efeito de farmacos

estabilizadores do humor

4.1 Avaliacao do comportamento no campo aberto — crossings e rearings

A hiperlocomo¢do horizontal (crossing) associada ao aumento da
hiperlocomo¢do  vertical (rearing) sdo importantes alteragdes fenotipicas
comportamentais freqiientemente avaliadas em modelos animais de mania (MACEDO et
al., 2013). Neste contexto, a anélise dos dados do nimero de cruzamentos (Figura 16)
através de ANOVA de duas vias revelou uma interacao significativa "tempo" x "grupo"
[F (4, 83) = 6.755, p< 0.0001] com efeito principal do "tempo" [F (4, 83) = 7.214, p <
0,0001] e "grupo" [F (1, 83) = 50,83, p< 0,0001]. O teste post hoc de Tukey mostrou que
os animais submetidos a uma unica administracio de GBR12909 apresentaram um
aumento significativo no nimero de cruzamentos no tempo de 2 h (p< 0,0001) e 24 h (p<
0,0001) p6s-GBR12909 quando comparados ao controle. O aumento do ndmero de
cruzamentos nos tempos de 2 e 24 h também foi confirmado pela sua significancia
estatistica quando comparado aos tempos de 4 (P <0,01), 8 (P <0,05) e 12 h (P <0,01 )
p6s-GBR 12909.

Na avaliacdo do comportamento de rearing (Fig. 15), a avaliacdo através de
ANOVA de duas vias revelou uma interagdo significativa "tempo" x "grupo" [F (4, 83) =
4999, p=0,0012] com efeitos principal do "tempo" [F (4, 83) =3.774, p=0,072] e "grupo"
[F (1, 83) = 24,82, p< 0,0001]. A andlise post hoc mostrou que os animais submetidos a
uma Uunica administracio de GBR12909 apresentaram um aumento significativo no
nimero de rearings nos tempos de 2 h (P <0,0001) e 24 h (P <0,05) quando comparado
ao controle. O maior aumento no comportamento de rearings foi observado no tempo de
2 h p6s-GBR12909, uma vez que este resultado foi significativo quando comparado aos

tempos de 4 h (p< 0,01), 8 h (p< 0,01) e 12 h (p< 0,05 ) p6s-GBR12909.
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Figura 16 - Atividade locomotora horizontal (crossings) e vertical (rearings) no teste
de campo aberto dos animais avaliados nos tempos de 2, 4, 8, 12 e 24 h apés a

administracio de GBR12909
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Os animais receberam uma tnica administracdo de GBR12909 e foram observados 2, 4, 8, 12 e
24 h ap6s para a determinacdo do nimero de crossings (A) e rearings (B) no campo aberto. Cada
coluna dos gréficos representa a média = SEM da frequéncia cruzamentos ou rearings (n = 8-12
animais por grupo para cada ponto de tempo). * P < 0,05 versus controle em cada ponto de tempo
respectivo de acordo com ANOVA duas vias seguida pelo teste de comparacdes multiplas de
Sidak, * & p< 0,05 versus grupo GBR12909 nos pontos de tempo de 2,4, 8, 12 h e 24 h,
respectivamente, de acordo com a ANOVA de duas vias seguida teste de compara¢des miiltiplo
de Tukey.
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4.2 Avaliacao dos niveis de Glutationa Reduzida (GSH)

Em relacdo aos niveis de GSH no CPF (Figura 17), a ANOVA de duas vias
revelou efeitos principais significativos de "tempo" [F (4, 52) = 3,7782, P = 0,0090] e
"grupo" [F (1, 52) =42,36, P <0,0001]. Os teste post hoc mostrou que, nesta area cerebral,
os niveis de GSH diminuiram significativamente nos tempos de 8 (p< 0,05), 12 (p <
0,0001) e 24 h (p< 0,01) p6s-GBR 12909 quando comparados a cada respectivo controle.
A maior diminui¢do no GSH no CPF foi observada no tempo de 12 h com significincia
de p< 0,01 quando comparado aos grupos de 2 e 4h. No hipocampo, observou-se uma
interacdo significativa "tempo" x "grupo" [F (4, 62) = 4.000, p= 0,0060] com efeito
principal significativo de "grupo” [F (1, 62) = 187,6, p< 0,0001]. Nesta area do cérebro,
uma reducdo nos niveis de GSH foi observada em todos os tempos pds-GBR12909
quando comparados aos respectivos controles (p< 0,0001). A maior diminui¢do foi
observada no tempo de 12 h, com significancia de p< 0,01 quando comparado aos grupos
de 8 e 24 h. No CE, também observamos uma interagdo significativa "tempo" x "grupo"
[F (4, 60) =9.371, p< 0.0001] com efeitos principais significativos de "tempo" [F (4, 60)
= 13.12, p< 0,0001] e "grupo" [F (1, 60) = 288,8, p <0,0001]. Os testes post hoc
mostraram que os niveis de GSH diminuiram significativamente nos tempos de 2, 4, 8 e
12 h p6s-GBR 12909 em relagdo ao controle em cada tempo respectivo (p < 0,0001). De
forma semelhante ao PFC e hipocampo, a diminui¢io dos niveis de GSH no CE foi maior
no tempo de 12 h p6s-GBR12909 (para 2h com significancia de p< 0,0001; para 4 e 8h

com significancia de p< 0,05).
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Figura 17 - Niveis de glutationa reduzida (GSH) no coértex pré-frontal, hipocampo e
corpo estriado de animais controle e tratados com GBR 12909 avaliados nos tempos

de 2, 4,8, 12 e 24 h p6s-GBR12909.
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Os animais receberam uma tnica administracio de GBR12909 e foram observados 2, 4, 8, 12 e
24 h apds para a determinacdo dos niveis de GSH no cértex pré-frontal (A), hipocampo (B) e
corpo estriado (C). Cada coluna representa a média + SEM dos niveis de GSH (controles n = 6-8
animais para cada ponto do tempo; GBR 12909 n = 8 animais para cada ponto do tempo). * P <
0,05 versus controle em cada ponto de tempo respectivo de acordo com ANOVA de duas vias
seguido por teste de comparagdes multiplas de Sidak, * % &% p< 0,05 versus GBR 12909 grupo
nos pontos de tempo de 2, 4, 8 e 24 h, respectivamente, de acordo com ANOVA de dois sentidos
seguido do teste de comparacdes multiplas de Tukey.
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4.3 Avaliacao dos niveis de Malondialdeido

Em relacdo a peroxidacdo lipidica (Figura 18), no CPF, a ANOVA de duas vias
revelou uma interacdo significativa "tempo" x "grupo" [F (4, 71) = 21,47, p< 0,0001] com
os efeitos principais do "tempo" [F (4 , 71) = 20,08, p< 0,0001] e "grupo" [F (1, 71) =
13,67, p= 0,0004]. Os testes post hoc demonstraram aumentos significativos nos niveis
de MDA nos tempos de 2 h (p< 0,0001) e 12 h (p< 0,0001) p6s-GBR12909 quando
comparados a cada controle respectivo. Em ambos os tempos (2 e 12 h), o aumento da
peroxidacao lipidica foi significativo quando comparado aos tempos de 4, 8 € 24 h (p <
0,0001). Uma situagcao semelhante foi observada nos HC e CE. Nessas areas do cérebro
observou-se uma interagdo significativa "de tempo" x "grupo" (HC - [F (4, 62) = 7,245,
P <0,0001], ST - [F (4, 62) = 5,432, P = 0,0008]), com os principais efeitos de "tempo" e
"grupo". A andlise post hoc revelou aumentos significativos na peroxidacgao lipidica nos
tempos de 2 (p< 0,01) e 12 h (p< 0,05) no hipocampo e CE. No tempo de 2 h pds-
GBR12909, tanto no hipocampo quanto no CE, o incremento na peroxidac¢do lipidica foi
significativo quando comparado aos tempos de 4, 8 € 24 h (p< 0,001). No tempo de 12 h,

o aumento foi significativo quando comparado a 8 e 24 h (p< 0,01)
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Figura 18 - Niveis de MDA no cértex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado de
animais controle e tratados com GBR 12909 avaliados nos tempos de 2, 4, 8, 12 e 24

h p6s-GBR12909.
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Os animais receberam uma tnica administracdo de GBR12909 e foram observados 2, 4, 8, 12 e
24 h apo6s para a determinacdo dos niveis de MDA no coértex pré-frontal (A), hipocampo (B) e
corpo estriado (C). Cada coluna dos graficos do cortex pré-frontal, hipocampo e estriado acima
representam a média = SEM de niveis de MDA (grupo controle n = 6-8 animais por cada tempo
ponto; GBR 12909 (n = 8 animais para cada ponto do tempo). * P < 0,05 versus controle em cada
ponto de tempo respectivo de acordo com ANOVA de duas vias seguido pelo teste de
comparagdes miltiplas de Sidak, *% %% p < 0,05 versus GBR 12909 nos pontos de tempo de 2, 4,
8. 12 e 24 h, respectivamente, de acordo com a ANOVA de duas vias seguido do teste de
comparacdes multiplo de Tukey.
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4.4 Determinacao da atividade preventiva do litio e valproato em parametros

comportamentais da administracio aguda de GBR 12909

A administracdo de Li impediu significativamente a hiperlocomocio observada
no tempo de 2 h p6s-GBR 12909 [F (3, 35) = 16,84, p< 0,01]. No entanto, o VAL nao
impediu esta alteracdo comportamental, mantendo assim o nimero de cruzamentos, que
se apresentou aumentado significativamente quando comparado aos animais controle (p
<0,01). O aumento do nimero de rearings observados 2 h p6s-GBR 12909 foi prevenido
por ambos os farmacos estabilizadores do humor, Li e VAL [F (3, 36) = 8,734, p< 0,01]
(Figura 18).
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Figura 19 - Atividade Locomotora no teste de campo aberto de animais pré- tratados

durante 3 dias com Litio ou Valproato e submetidos a administracio aguda de GBR
12909
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Grupos distintos de camundongos foram tratados por 3 dias com os estabilizadores do humor litio ou
valproato e submetidos a avaliagdo do nimero de crossings (A) e rearings (B) duas horas pos-
GBR12909. Cada coluna representa a média = SEM do nimero de cruzamentos n = 6-8 animais /
grupo). (a) P <0,05 versus controle e (b) P < 0,05 versus GBR 12909 de acordo com ANOVA de uma
via seguido pelo teste de comparacgdes multiplo de Tukey.
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4.5 Avaliacao dos niveis de GSH e MDA em animais submetidos as estratégias de
prevencao

Em relacdo as alteracdes pré-oxidantes induzidas por GBR 12909, observamos
que Li impediu a diminui¢do dos niveis de GSH observados 2 h p6s-GBR12909 no
hipocampo [F (3, 28) = 8,327, p< 0,05] e CE [F (3, 25) = 6,076, p< 0,05]. O mesmo
efeito preventivo foi observado pela pré-administracdo de VAL apenas no CE (p< 0,01)
(Figura 20). Ambos os estabilizadores do humor impediram significativamente o aumento
da peroxidacdo lipidica (Figura 21) observada 2 h p6s-GBR 12909 no CPF [F (3, 43) =
11,55, p<0,001, hipocampo [F (3, 30) = 6,176, p<0,01] e CE [F (3, 34) = 8,764, p<0,01].
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Figura 20 - Niveis de glutationa reduzida (GSH) no coértex pré-frontal, hipocampo e

estriado de animais pré-tratados durante 3 dias com litio (Li) ou valproato (VAL) e
submetidos posterior administracdo aguda de GBR 12909
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Grupos distintos de camundongos foram tratados por 3 dias com os estabilizadores do humor litio ou
valproato e submetidos a avalia¢do dos niveis de GSH em tecido cerebral duas horas p6s-GBR12909.
Cada barra representa a média * erro padrdo da média dos niveis de GSH (n = 6-8 animais / grupo).
(a) P <0,05 versus controle e (b) P < 0,05 versus GBR 12909 de acordo com ANOVA de uma via
seguido pelo teste de comparacdes multiplas de Tukey.
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Figura 21 - Niveis de Malondialdeido (MDA) no cértex pré-frontal, hipocampo e
estriado de animais pré-tratados durante 3 dias com litio (Li) ou valproato (VAL) e
submetidos a posterior administracao aguda de GBR 12909
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Grupos distintos de camundongos foram tratados por 3 dias com os estabilizadores do humor litio ou
valproato e submetidos a avaliacdo dos niveis de MDA em tecido cerebral duas horas pds-GBR129009.
Cada barra representa a média = erro padrio dos niveis de MDA (n = 6-8 animais / grupo). (a) p< 0,05
versus controle e (b) p< 0,05 versus GBR 12909 de acordo com ANOVA de uma via seguido pelo
teste de comparacdes multiplas de Tukey.
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4.6 DISCUSSAO

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

induzidas por GBR 12909

Os dados aqui apresentados apontam para alteragdes comportamentais e oxidativas
relacionadas com o tempo induzidas pelo inibidor de DAT, GBR 12909. As alteragdes
comportamentais foram mais robustas nos pontos de tempo de 2 e 24 h p6s-GBR12909.
No entanto, as alteragdes oxidativas ndo estavam intimamente relacionadas com as
alteracdes comportamentais. Nesse sentido, observou-se niveis reduzidos de GSH no
periodo de 2 h e 24 h p6s-GBR12909 em algumas areas do cérebro. Por outro lado, os
incrementos na peroxidacao lipidica foram observados nos pontos de tempo de 2 e 12 h
p6s-GBR12909. Na avaliacdo dos animais pré-tratados com os farmacos estabilizadores
do humor, observamos que apenas o Li impediu as alteracdes no nimero de crossing e
rearings. O pré-tratamento com VAL impediu apenas as alteragdes no comportamento de
rearing. Ambos os farmacos que estabilizaram o humor impediram o aumento da
peroxidacdo lipidica induzida por GBR12909, enquanto as alteragdes nos niveis de GSH
foram evitadas apenas pela administracio de Li. Em conjunto, nossos resultados
mostraram que a administracdo do inibidor de DAT, GBR12909, é acompanhada por
alteracoes oxidativas do cérebro, dando, portanto, as primeiras evidéncias para a validade
de constructo do modelo. Além disso, € possivel expandir a validade preditiva do modelo

pela determinacdo dos efeitos preventivos de Li.

Estudos clinicos evidenciam e reforcam a importancia da DAT na fisiopatologia
do TAB: i) um polimorfismo de um tnico nucleotideo (SNP) no rs27072 que afeta a
expressdo e tradu¢do de RNAm de DAT foi significativamente associado com TAB
(PINSONNEAULT et al., 2011b), bem como a presenc¢a de multiplos variantes em DAT1
foi observada para transmitir susceptibilidade ao TAB (GREENWOOD et al., 2006); ii)
foi demonstrada uma diminui¢ao nos niveis de RNAm de DAT no cértex pré-frontal post-
mortem de pacientes com TAB, em comparagdao com controles saudaveis (RAO et al.,
2007) e iii) maior disponibilidade de DAT significativa em relacdo aos controles
saudaveis no caudado dorsal bilateral de pacientes ndo medicados com TAB que foram
submetidos a imagens de PET com o radio-tragador seletivo DAT [(11) C] CFT e uma
andlise de ressonancia magnética estrutural (MRI) (ANAND et al., 2011).
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De acordo com as evidéncias clinicas acima mencionadas, os camundongos
DAT-KO exibem hiperdopaminergia, com aumento da atividade locomotora e o
movimento altamente linearizado em um ambiente inovador, bem como a reducio da
inibicdo prepulso do reflexo do sobressalto (PPI), em comparacdo com os animais
selvagem (BARR et al., 2004). Além disso, os ratos DAT-KO exibem um perfil
comportamental no monitor de padrées comportamentais (BPM) e um aumento do
comportamento de risco que se assemelha a mania do TAB quando comparado a
camundongos de tipo selvagem (YOUNG; HENRY; GEYER, 2011). Os medicamentos
estabilizadores do humor VAL (RALPH-WILLIAMS et al., 2003) e Li (BEAULIEU et
al., 2004) atenuaram as alteracoes na atividade locomotora observadas em animais DAT-

KO.

4.6.2 Alteracoes oxidativas comportamentais e cerebrais relacionadas ao tempo

induzidas pela GBR 12909

Até o momento, apenas alguns estudos foram baseados na administra¢do do
inibidor de DAT GBR12909 para induzir um fendtipo tipo mania. No primeiro estudo
foram examinadas diferentes linhagens (C57BL / 6] e 129 / SvJ) de ratos durante 3 h em
um BPM. Os resultados deste estudo mostraram que GBR12909 aumentou a atividade
dos animais em vérias doses testadas, apenas 16 e 28,5 mg / kg inicialmente, mas também
9 mg / kg durante o periodo de observacao de 3 h. Este efeito foi independente da tensao
(YOUNG et al., 2010b). No segundo estudo, a administracdo de GBR12909 aumentou a
impulsividade motora, a motivacdo e a preferéncia ao risco (ENKHUIZEN et al., 2014).
Analisando esses estudos, podemos observar que as alteragdes comportamentais

induzidas por GBR12909 foram avaliadas apenas dentro de 3 h ap6s a administracdao

(YOUNG et al., 2010b).

Em nosso estudo, baseado na auséncia de dados na literatura, tentamos expandir
esse tempo de observacdo por um periodo de 24 horas. Nossos estudos mostraram que o
nimero de crossings e rearings aumentou significativamente p6s-GBR12909 em dois
pontos de tempo, 2 e 24 h. Vale destacar que o modelo de mania induzido pela
administracao repetida de d-anfetamina usa o ponto de tempo de 2 h pés d-anfetamina
para a condugdo de avaliagdes comportamentais e neuroquimicas (FREY et al., 2006¢)

(MACEDO et al., 2013).
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No que se refere a alteracdo comportamental que ocorreu no ponto de tempo de
24 h ap6s GBR12909, podemos especular que esse efeito foi devido ao metabdlito
GBR12909, GBR 12935 (LACERDA et al., 2010). De fato, o GBR12909 ¢ um inibidor
de acdo prolongada de alta afinidade do transportador de DA que € convertido
metabolicamente em humanos em seu andlogo relacionado GBR 12935 (LACERDA et
al., 2010), um medicamento também conhecido como inibidor de DAT (ANDERSEN;
JANSEN; NIELSEN, 1987), sugerido para uso clinico como antidepressivo.

A dopamina ¢é facilmente oxidada enzimaticamente ou ndo enzimaticamente
gerando compostos tais como radicais superéxido e quinonas. Tanto ROS quanto
quinonas podem reagir de forma ndo especifica com muitos componentes celulares
alterando sua funcionalidade e, portanto, sendo potencialmente neurodegenerativos
(MEISER; WEINDL; HILLER, 2013). Um grande corpo de estudos pré-clinicos (FREY
et al., 2006¢c) (MACEDO et al., 2013) e clinicos (KAPCZINSKI et al., 2008a) apoia o
papel do estresse oxidativo na neurobiologia do TAB. Neste contexto, em modelos
animais de mania induzidos por anfetaminas, sdo descritas diminui¢des na atividade
antioxidante do GSH e aumento da peroxidacao lipidica em éareas cerebrais como PFC,
HC e CE (MACEDO et al., 2012) (MACEDO et al., 2013). O desequilibrio oxidativo
também é observado em estudos clinicos com pacientes com TAB (KULOGLU et al.,
2002a) (RAFFA et al., 2012). Portanto, sabendo que o proprio metabolismo de DA esta
fortemente ligado ao estresse oxidativo (MEISER; WEINDL; HILLER, 2013) e na
importancia do estresse oxidativo para a fisiopatologia do TAB (KAPCZINSKI et al.,
2008a), decidimos avaliar os niveis de parametros de estresse oxidativo, ou seja, GSH e
peroxidacao lipidica, e ndo os niveis de DA em si (uma vez que os aumentos nos niveis
de DA do cérebro sdo esperados apds a administracio do GBR12909). Esses parametros
foram avaliados em diferentes pontos de tempo pds-GBR12909 e em éreas cerebrais
relacionadas a distirbios de humor, como PFC, hipocampo e CE (DREVETS; PRICE;
FUREY, 2008) com o objetivo de contribuir para a validade de constructo desse modelo

animal de mania.

Observamos que o GBR12909 causou alteragdes de longo prazo nos niveis de
GSH, uma vez que os niveis diminuidos deste parametro foram observados até 24 h pds-
GBR12909 no hipocampo e CPF. Hipocampo e CE foram mais suscetiveis aos efeitos do

GBR12909 na redugao dos niveis de GSH, uma vez que esta diminuicdo foi observada
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no ponto de tempo de 2 h p6s-GBR12909. Quanto a peroxidacdo lipidica, observamos

niveis aumentados deste pardmetro nos pontos de tempo de 2 e 12 h p6s-GBR12909.

Vale salientar que observamos uma relacdo entre o aumento do desequilibrio
oxidativo e alteragdes comportamentais apenas no ponto de tempo de 2 h p6s-GBR12909.
Assim, podemos sugerir que GBR12909 na dose de 10 mg/kg causa desequilibrio
oxidativo, uma alteracio central observada em pacientes com TAB (FREY et al., 2013b)
e em modelos animais de mania (FREY et al., 2006c¢) (MACEDO et al., 2013), embora
este desequilibrio ndo tenha mostrado relacdo direta com as alteracdes comportamentais
induzidas pelo medicamento (com exce¢do do periodo de 2 h p6s-GBR12909). O que
fortalece essa hipotese quanto ao desequilibrio oxidativo relacionado ao tempo sao os
resultados obtidos 12 h pds-GBR 12909, pois neste ponto de tempo (12 h), observamos as
maiores diminuicdes nos niveis de GSH seguidas de aumentos na peroxidagao lipidica,

porém com a auséncia de alteracdes locomotoras.

4.6.3 Determinacao da atividade preventiva de litio e valproato na administraciao

aguda de GBR 12909 como modelo animal de mania

No geral, como demonstrado anteriormente, observamos uma relacdo entre
alteracdoes oxidativas e comportamentais apenas as 2 h pds-GBR12909. Assim,
escolhemos esse ponto de tempo para a avaliacio dos animais submetidos a pré-

tratamentos com os medicamentos estabilizadores do humor, Li e VAL.

E importante ressaltar que a validade preditiva do modelo de mania induzido por
GBR12909 foi avaliada por trabalho anterior pela administracdo de VAL por 28 dias,
seguida de uma administra¢do tdnica de GBR 12909 na dose de 9 mg/kg e avaliacdo
comportamental durante 60 minutos (VAN ENKHUIZEN et al., 2013). Este estudo
anterior mostrou que o tratamento cronico com VAL atenuou a hiperatividade induzida
por GBR 12909, sem afetar outros parametros comportamentais. Em sua conclusao, esses
autores chamaram a atencdo para a necessidade de estudos usando Li como droga
estabilizadora do humor neste modelo, porque o VAL néo foi capaz de atenuar todos os
aspectos da mania induzida por GBR 12909 (VAN ENKHUIZEN et al., 2013). Os

mecanismos de sinalizagdo que medeiam a acdo de DA em hiperatividade ainda ndo sdo
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totalmente compreendidos. Por exemplo, a administragao aguda de sais de Li € conhecida
por antagonizar a hiperatividade induzida por vérios agonistas dopaminérgicos. No
entanto, o mecanismo pelo qual o Li interfere com o comportamento associado a DA
permanece nao elucidado. Um alvo fisiolégico do Li, glicogénio sintase quinase 3 (GSK-
3), € ativado em resposta a estimulacdo sustentada dos receptores DA e sua inibi¢ao
interfere com a expressdo de comportamentos dependentes de DA. No entanto, é
importante ter em mente que a inibicdo da GSK-3 pelo carbonato de litio, ou uma
abordagem de segmentacdo de genes de GSK-3 ndo pode abolir completamente o

comportamento mediado por DA em camundongos (BEAULIEU et al., 2004).

Considerando as alteracdes oxidativas do cérebro observadas no presente estudo,
ambos os medicamentos estabilizadores do humor apresentaram perfil antioxidante. A
unica situacdo em que Li era superior a VAL foi no HC onde apenas Li aumentou os
niveis de GSH. Recentemente sugeriu-se que a glutationa é essencial para a capacidade
do litio para melhorar a carbonilacdo de proteina induzida por rotenona, mas nao a
nitracio (NASCIMENTO et al., 2015). Além disso, a producdo de estresse oxidativo
através de alteracdes no complexo mitocondrial I, incluindo diminui¢do da expressao de
RNAm, atividade e niveis de proteina tem sido fortemente implicada no TAB (FREY et
al., 2013a) (MORETTI et al., 2011).

Em consonancia com a importancia do estresse oxidativo na fisiopatologia do
TAB, foi previamente demonstrado que o aumento das defesas antioxidantes € importante

para o mecanismo de drogas estabilizadoras do humor (CUI et al., 2007).
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CAPITULO II:

Efeito da minociclina no modelo de
mania induzido por GBR12909 em
camundongos: papel de
mecanismos  antioxidantes e

neurotroficos
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5.0 Capitulo II - Efeito da minociclina no modelo de mania induzido por GBR12909

em camundongos: papel de mecanismos antioxidantes e neurotroéficos

5.1 Minociclina previne e reverte hiperlocomocio e comportamento exploratério
induzido por GBR12909

A hiperlocomo¢ao e o aumento do comportamento exploratério sao
caracteristicas comportamentais da mania em modelos animais (FLAISHER-
GRINBERG:; EINAT, 2010) (FREY et al., 2006¢) (QUEIROZ et al., 2015). Neste estudo,
analise de ANOVA de duas vias do nimero de cruzamentos (atividade locomotora)
(Figura 22) revelou uma significante interacao entre os fatores "protocolo" e "tratamento
experimental” [F (7, 94)= 2.136, p= 0.0471], com um efeito principal significativo do
"tratamento experimental” [F (7, 94) = 16,77, p<0,0001]. Quanto ao rearing (atividade
exploratoria) (Figura 21), observou-se um efeito principal significativo do "tratamento
experimental” [F (7, 83) = 8,109, p<0,0001]. O teste post hoc mostrou que, nos protocolos
de prevencdo e de reversio o tratamento com GBRI12909 induziu um aumento
significativo em locomogao (p< 0,0001) e comportamento exploratdrio (p< 0,05) quando
comparado aos animais controle. No protocolo de prevencao, Li, VAL, Mino 25 ou 50
significativamente impediram a hiperlocomog¢ado induzida por GBR12909 (p< 0,001). A
respeito do comportamento exploratério, VAL, Mino 25 ou Mino 50 impediram
significativamente o aumento no nimero de rearings induzido por GBR12909 (p< 0,01).
No protocolo de reversao, Li (P <0,05), VAL (P <0,05), Mino25 (P <0,0001) ou Mino50
(P <0,05) reverteram significativamente a hiperlocomoc¢do induzida por GBR12909. O
aumento do rearing induzido por GBR12909 (p< 0,001) foi significativamente revertido
por todos os tratamentos testados: Li (p< 0,05), VAL (p< 0,05), Mino25 (p< 0,01) ou
Mino50 (p< 0,01).
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Figura 22 - Efeito da Minociclina (Mino) e drogas estabilizadoras do humor, litio (Li)

ou valproato (VAL) na prevengdo ou reversdo da hiperlocomocgao induzidos pela

administracao repetida de GBR-12909 em camundongos.

A
Fkkk Fekk Fhkk *
100+ —
- 1 L
£ 801
£ —_
L 60-
) T 1
c
- 40-
8
O 20- :
0- |
Prevencao Reversao
[ |
 oooo |
=
B o
201 ol i *kk *
1
£ 15- ] ]
£
©e
7)) p
g’ 10
=
S 5 I )
G
Z
%
0_ 2.

Prevencao Reversao

Sal + Sal

Sal + Mino 25

Sal + Mino 50

Sal + GBR12909

Li + GBR12909

VAL + GBR12909
Mino 25 + GBR12909
Mino 50 + GBR12909

Grupos de camundongos Swiss foram administrados repetidamente com GBR12909 e submetidos ao
pré- ou pds-tratamento com estabilizadores do humor ou Mino e avaliados no campo aberto quanto ao
numero de crossings (A) e nimero de rearings (B). Cada barra representa a média + SEM do nimero
de cruzamentos (n= 6-8 animais por grupo). * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001, **** P <0,0001
de acordo com ANOVA de duas vias seguido pelo teste pds-hoc de Tukey.
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5.2 A minociclina previne e reverte o aumento do comportamento de risco induzido
pelo GBR 12909

O comportamento impulsivo com perda da avaliacdo de risco sdo aspectos
criticos da mania e um dos critérios diagndsticos de acordo com o DSM-IV (SWANN et
al., 2009). A inclusio da avaliacdo do comportamento da impulsividade / risco no rastreio
de dominios relacionados a mania em modelos animais foi encorajado nos ultimos anos
(ENKHUIZEN et al., 2014) (YOUNG; HENRY; GEYER, 2011).

Neste estudo, nds avaliamos o comportamento de risco através da exposi¢cao dos
camundongos ao odor de um predador (gato), como previamente definido
(DIELENBERG; MCGREGOR, 2001a). (KIRSTEN et al., 2011). Na analise do niimero
de contatos no pano (Figura 23), detectamos uma significativa intera¢do entre "protocolo"
e "tratamento experimental" [F (6, 97) = 3,812, p= 0,0019], com um efeito principal
significativo de "protocolo" [F (1, 97) = 27,93, p< 0,0001] e "tratamento experimental”
[F (6,97) = 72,84, p<0,0001]. A respeito de o tempo de contato do pano (Figura 23), um
efeito principal significativo de "experimental tratamento "foi detectado [F (6, 95) =
106,1, p<0,0001]. Em relacao a duragao dos eventos de abrigo (Figura 23), uma interagao
significativa entre os fatores foi observada [F (6, 98) = 2,965, p=0,0105], com um efeito
principal significativo de "Tratamento experimental” [F (6, 98) = 59,67, p<0,0001]. Nos
protocolos (prevencdo e reversdo), o tempo e o nimero de contatos com o pano do gato
foram reduzidos no grupo tratado com solugao salina quando comparados ao odor neutro
(p< 0,0001). O tratamento com GBR12909 prejudicou a resposta natural aversiva de
camundongos, aumentando estes parametros em relacdo ao grupo tratado com solugdo
salina (p< 0.0001). Quanto a dura¢do dos eventos de abrigo, animais tratados com solu¢@o
salina apresentaram um aumento neste parametro quando exposto ao odor do gato em
comparacdo com odor neutro (p< 0,0001). Pelo contrario, os animais tratados com
GBR12909 mostraram uma redu¢@o nos eventos de abrigo quando comparado ao grupo
tratado com solucdo salina (p< 0.0001). No protocolo de prevencdao VAL (p<0,05) ou
Mino50 (p<0,01) reduziram o aumento do nimero de contatos de tecido induzido pelo
GBR12909. Li, VAL ou Mino50 impediu o aumento do tempo de contato de tecido
induzido por GBR12909 (p< 0,05). No protocolo de reversao, Li, VAL ou Mino50
reverteram com sucesso tanto o aumento do tempo quanto o nimero de contatos com o
pano com o odor do gato com animais induzidos ao modelo tipo mania por GBR12909

(p< 0,0001). Vale ressaltar que a menor dose de Mino (25 mg / kg) ndo impediu ou
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reverteu os efeitos de GBR12909 no tempo e nimero de contatos do pano. Em relacdo
aos eventos de abrigo, Li, VAL, Mino 25 ou Mino 50 aumentaram a duracdo desses
eventos em ambos os protocolos de tratamento em comparagdo com o grupo tratado com

GBR12909 (p<0,0001).
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Figura 23 - Efeito de Minociclina (Mino) e drogas estabilizadoras do humor, litio (Li)
ou valproato (VAL) na preven¢do ou reversdao do comportamento de risco no teste de
odor de gato induzidos pela administragcdo repetida de GBR-12909 em camundongos.
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Grupos de camundongos Swiss foram administrados repetidamente com GBR12909 e submetidos ao
pré- ou pos-tratamento com estabilizadores do humor ou Mino e avaliados no teste do odor do gato
quanto ao nimero de contatos com o tecido (A), tempo (s) de contato com o tecido (B) e tempo (s) na
area do abrigo (C). Cada barra representa a média dos parametros avaliados no teste do odor do gato
(n= 7-8 animais por grupo) +SEM. *P<0.05, **P<0.01, ****P<0.0001 de acordo com o0 ANOVA de
duas vias seguido pelo teste post-hoc de Tukey ’s.
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5.3 Niveis de Glutationa

A Mino reverteu a diminui¢do do conteido de GSH cerebral induzido por
GBR12909. Através da andlise por ANOVA de duas vias observou-se o efeito
significativo do "tratamento experimental” [F (1, 33)= 38,42, p<0,0001]. No protocolo de
prevengao, a analise post hoc mostrou uma redugao significativa no conteido de GSH do
hipocampo no grupo tratado com GBR12909 em relagdo ao controle (p< 0,05) (Figura
24). Nenhum dos medicamentos testados (Li, VAL, Mino25 ou Mino50) impediu as
alteracdes nos niveis de GSH induzidos por GBR12909 no hipocampo. No protocolo de
reversdo, o grupo tratado com GBR12909 apresentou reducido nos niveis de GSH no
hipocampo em relacdo ao grupo controle (p< 0,05). O tratamento com Mino 25 (p<0,05)
ou Mino 50 (p< 0,001) reverteu significativamente essa redu¢do nos niveis de GSH do
hipocampo causados pelo GBR12909. Além disso, no protocolo de reversio o grupo pds-
tratado com Mino 50 apresentou aumento nos niveis de GSH do hipocampo em relagao

aos animais controle (p< 0,05).

No estriado (Figura 24), a anilise de ANOVA de duas vias revelou efeito
principal significativo dos fatores "tratamento experimental" [F (5, 97) = 7,804, p<
0,0001] e "Protocolo" [F (1, 97) = 72,04, p< 0,0001] com interacdo significativa entre os
fatores [F (5, 97) = 9.338, p< 0,0001]. O teste post hoc mostrou uma redu¢ao nos niveis
de GSH no CE de animais tratados com GBR12909 em ambos protocolos de preven¢dao
e reversdao em relacdo aos controles (p< 0,05). Além disso, no protocolo de prevencao, os
tratamentos testados (Li, VAL, Mino25 ou Mino50) mantiveram a diminui¢cao dos niveis
de GSH estriatal induzido por GBR12909 quando em comparagao com os controles (p<
0,05). Pelo contrario, no protocolo de reversdo o tratamento com todas as drogas testadas
reverteu significativamente a diminui¢do do teor de GSH no estriado induzido por
GBR12909 + Sal (p< 0,05). Além disso, o grupo GBR12909 + Mino50 apresentou
aumento nos niveis de GSH estriatal quando comparado aos controles (p< 0,05). Na
vermis cerebelar (Figura 24), detectamos uma interacao significativa entre o fatores [F
(5, 103) = 5,425, p= 0,0002] com um efeito principal significativo do "protocolo" [F (1,
103) =42,92, P <0,0001] e "tratamento experimental” [F (5, 103) = 6,399, p< 0,0001].

No protocolo de prevencdo, ndo foram observadas diferengas significativas
entre os grupos experimentais. Por outro lado, no protocolo de reversdo, um aumento

significativo nos niveis de GSH foi detectado nos grupos tratados com VAL + GBR12909
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(p< 0,05), Mino25 + GBR12909 (p< 0,05) ou Mino50 + GBR12909 (p< 0,0001) quando
comparado ao grupo GBR12909 + Sal. Vale ressaltar que nao houve diferenca
significativa no conteido do GSH na vermis cerebelar observado no protocolo de
preven¢do ou reversdo em animais tratados com GBR12909 em comparagdo com os
controles salinos. No CPF (Figura 24) houve um efeito principal significativo de
"tratamento experimental "[F (5, 116) = 12,63, p<0,0001]. No protocolo de prevengdo, a
andlise post hoc mostrou uma redugdo significativa nos niveis de GSH nos grupos Sal +
GBR12909, Li + GBR12909, VAL + GBR12909, Mino25 + GBR12909 ou Mino50 +
GBR12909 (p< 0,01) em comparagdo com o grupo controle. No protocolo de reversdo,
foi detectada uma diminui¢do significativa nos niveis de GSH em GBR12909 + Sal nos
animais tratados quando comparados aos controles (p< 0,001). O tratamento com
GBR12909 + VAL ou GBR12909 + Mino50 (p< 0,05) indicou diminui¢do significativa
dos niveis de GSH no CPF em relacdo ao grupo controle, enquanto GBR12909 + Mino25

aumentou os niveis de GSH quando comparado ao grupo GBR12909 + Sal.
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Figura 24 - Efeito da Minociclina (Mino) e drogas estabilizadoras do humor, litio (Li) ou
valproato (VAL) na prevencdo ou reversdao das alteracdes em niveis reduzidos de
glutationa (GSH) induzidas pela administracdo repetida de GBR - 12909 em
camundongos
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Grupos de camundongos Swiss foram administrados repetidamente com GBR12909 e submetidos ao
pré- ou pos-tratamento com estabilizadores do humor ou Mino e avaliados quanto aos niveis de GSH
no hipocampo (A), corpo estriado (B), vermis cerebelar (C) e cortex pré — frontal (D). Cada coluna
representa a média = SEM (n= 6-8 animais por grupo). * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001, **** P
<0,0001 de acordo com ANOVA de duas vias seguido pelo teste pds-hoc de Tukey.
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5.4 Niveis de peroxidacao lipidica

A andlise da peroxidacao lipidica do hipocampo (Figura 25 ), representada aqui
por niveis de MDA, revelou um significativo efeito principal de "tratamento
experimental" [F (5, 80) = 35,05, p<0,0001]. No teste post hoc, observamos que o
tratamento com Sal + GBR12909 induziu um aumento significativo nos niveis de MDA
quando em compara¢do com os controles nos protocolos de prevencdo e reversdo (p
<0,0001). Além disso, o grupo pré-tratado com os medicamentos testados manteve o
aumento induzido por GBR12909 em relac¢do aos animais controle. Somente o tratamento
com Mino 50 (grupo Mino50 + GBR12909) reduziu significativamente a peroxidag¢ao
lipidica quando comparado aos animais tratados com GBR12909 (p<0,05).

No protocolo de reversiao o pods-tratamento com Li, VAL e Mino50 manteve o
aumento dos niveis de MDA induzidos pelo GBR12909. Somente Mino25 (grupo
Mino25 + GBR12909) apresentou reducdo da peroxidacdo lipidica no hipocampo em
relacdo ao grupo GBR12909 + Sal (p<0,01). No estriado (Figura 25 ), uma interacao
significativa entre os fatores foi observado [F (5, 80) = 27,08, p <0,0001]. No protocolo
de prevencdo, os grupos pré-tratado com Li ou VAL diminuiu significativamente os
niveis de MDA quando comparado com Grupo Sal + GBR12909 (P <0,05). No protocolo
de reversio observamos aumento da peroxidacdo lipidica estriatal nos grupos
administrados Li, VAL ou Mino 25 quando comparado a GBR12909 + Sal ou grupo
controle. No vermis cerebelar (Figura 25) houve também uma interag¢do significativa
entre os fatores [F (5, 82) = 5,836, p=0.0001].

Nossos resultados revelaram aumento da peroxidacdo lipidica cerebelar no
grupos de prevencao VAL + GBR12909, Mino25 + GBR12909 ou Mino50 + GBR12909
e grupos de reversao GBR12909 + Sal, Li + GBR12909, VAL + GBR12909, Mino25 +
GBR12909, Mino50 + GBR12909 em relacdo aos animais de controle. No CPF (Figura
25), também foi observada uma interacao significativa entre fatores [F (5, 91) = 10,50,
p<0,0001]. No protocolo de prevenc¢do, a peroxidagdo lipidica pré-frontal induzida por
GBR12909 foi prevenida pela administracdo de Li ou VAL, enquanto o pré-tratamento
com Mino25 ou 50 aumentou esse parametro em relacao ao controle e animais tratados
com GBR12909. No protocolo de reversdao, a peroxidacdo lipidica no pré-frontal
aumentou em animais tratados com GBR12909, e o tratamento com VAL ou Mino25
também demonstrou aumento da peroxidagdo lipidica quando comparado ao animais

controle tratados com GBR12909.
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Figura 25 - Efeito da Minociclina (Mino) e drogas estabilizadoras do humor, litio (Li) ou
valproato (VAL) na prevencdo ou reversdo das alteracdes na peroxidagdo lipidica
induzidas pela administracdo repetida de GBR - 12909 em camundongos
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Grupos de camundongos Swiss foram administrados repetidamente com GBR12909 e submetidos ao
pré- ou pds-tratamento com estabilizadores do humor ou Mino e avaliados quanto aos equivalentes de
MDA no hipocampo (A), corpo estriado (B), vermis cerebelar (C) e cortex pré — frontal (D). Cada
coluna representa a média + SEM (n= 6-8 animais por grupo). * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001,
**x% P <0,0001 de acordo com ANOVA de duas vias seguido pelo teste pds-hoc de Tukey.
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5.5 Niveis de BDNF

A minociclina reverteu a diminui¢do dos niveis de BDNF do hipocampo
induzidos por GBR12909 conforme ilustrado na Figura 26 . No protocolo de prevengao,
a administracdo de GBR12909 diminuiu significativamente os niveis de BDNF do
hipocampo quando em comparacdo com os controles [F (5, 28) = 12,60, p<0,0001].
Mino25 (p<0,0001), Mino 50 (p<0,0001), Li (p<0,0001) ou VAL (p<0,0001), ndo
conseguiram evitar a diminuicdo dos niveis de BDNF induzidos por GBR12909 em
comparacdo com o grupo controle. Observou-se também uma diminuic¢do significativa
nos conteidos de BDNF nos grupos pré-tratados com VAL, Mino 25 e Mino50 quando
comparados ao GBR12909 (p<0,05).

No protocolo de reversdo, os animais tratados com GBR12909 apresentaram um
reducdo significativa nos niveis de BDNF no hipocampo em relacdo aos controles [F
(5,29) = 6999, p= 0,0002]. O tratamento com Li (p<0,05), VAL (p<0,05) ou Mino 25 (p
<0,05) aumentaram significativamente os niveis de BDNF quando comparados ao grupo

tratado com GBR12909.
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Figura 26 - Efeito da Minociclina (Mino) e estabilizadores do humor, litio (Li) ou
valproato (VAL) na prevencao ou reversao das alteracdes no fator neurotréfico derivado
do cérebro do hipocampo (BDNF) no protocolo de prevengado e reversao induzido pela
administracao repetida de GBR-12909.
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Grupos de camundongos Swiss foram administrados repetidamente com GBR12909 e submetidos ao
pré- ou poés-tratamento com estabilizadores do humor ou Mino e avaliados quanto aos niveis
hipocampais de BDNF. Cada coluna representa a média # SEM (n= 6-8 animais por grupo). ‘P <0,05,
** P <0,01 versus controle, #p<0,05 vs GBR12909 + Sal de acordo com a ANOVA de duas vias,
seguido teste post-hoc de Tukey.
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5.6 Discussao

Neste estudo observamos que a administracdo repetida do inibidor de DAT,
GBR12909 induz alteracbes comportamentais relacionadas a mania, como
hiperlocomog¢do e comportamento de risco. Estas alteracdes comportamentais foram
acompanhadas por diminui¢do dos niveis de GSH (no hipocampo, CE e CPF), niveis
aumentados de peroxidacdo lipidica (no hipocampo, vermis cerebelar e CPF) e niveis

hipocampais reduzidos de BDNF em animais tratados com GBR12909.

Os estabilizadores do humor Li e VAL além da Mino25 e Mino50 impediram e
reverteram a hiperlocomocio e alteragdes de rearing induzidas por GBR12909. Além
disso, ambos os medicamentos estabilizadores do humor e a Mino 25 € Mino 50 também
impediram e reverteram as alteracdes induzidas pelo GBR12909 em alguns parametros
relacionados ao comportamento de risco. Considerando as alteracdes oxidativas e
neurotroficas avaliadas no presente estudo observou-se que Li, VAL e Mino foram mais
efetivos na reversdao de alteragcdes de GSH induzidas por GBR12909 no estriado. A
respeito de peroxidagdo lipidica a Mino foi mais eficaz na prevencao e reversao destas
alteracOes no hipocampo, enquanto que Li e VAL impediram essa alteragdo no estriado e
o CPF. Li, Val e Mino25 reverteram a diminui¢do dos niveis de BDNF induzidos por

GBR12909.

Logo, uma andlise em conjunto dos nossos dados sugere maiores estudos
moleculares relacionados a atividade do GBR12909 na indugao do modelo animal de
mania, mas porventura, indica que a Mino pode ser uma nova ferramenta promissora para
o tratamento dos TAB, apresentando um grande potencial para aplicacdo de testes em

ambiente clinico.

5.6.1 Alteracoes comportamentais de hiperatividade e comportamento de risco

induzidas por GBR12909 e efeitos da mino

Até o presente momento pouco se sabe a respeito dos mecanismos etioldgicos
subjacentes ao TAB. Nas ultimas décadas, dados atraentes postularam o conceito de
sindrome de desregulacdo da dopamina no TAB (BERK et al., 2007). Este modelo tedrico
propde a existéncia de um desequilibrio na neurotransmissao dopaminérgica no TAB,
caracterizado por um aumento ciclico da dopamina no estado agudo da mania, seguida de

uma secundéria diminuicdo na sensibilidade do receptor dopaminérgico e mudancas no
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funcionamento do transportador de DA ao longo do tempo (BERK et al., 2007). Isso leva
a periodos de diminuicdo da transmissdao dopaminérgica, correspondendo a alguns
aspectos da fase depressiva e a repeticdo do ciclo. Esta regulagdo ascendente e
descendente pode ser mediada por mecanismos homeostaticos endégenos, explicando o
grande curso de variabilidade interindividual em doengas (BERK et al., 2010). Na udltima
década, a Mino foi proposta como um potencial agente para tratar transtornos
neuropsiquiatricos. Em estudos experimentais, centrais e sistémicos a administra¢do de
Mino exerce efeitos semelhantes aos antidepressivos em ratos submetidos ao estresse
cronolégico imprevisivel (REUS et al., 2015) e em modelo de depressio relacionados ao
desamparo (ARAKAWA et al., 2012). Mino também reduziu o comportamento de
sensibilizacdo e hiperlocomo¢do induzidas por psicoestimulantes, tais como
metanfetamina (SMITTKAMP et al., 2014) (ZHANG et al., 2006) e cocaina (CHEN;
UZ; MANEYV, 2009), também como déficits atenuados no giro sensorio-motor (inibi¢ao
de prepulso) induzida por MK-801 (LEVKOVITZ et al., 2007). Em ambiente clinico, os
recentes ensaios clinicos controlados com placebo demonstraram eficidcia da Mino como
terapia adjuvante para depressdao bipolar com bons resultados (HUSAIN et al., 2017)
(SAVITZ et al., 2012). Além disso, alguns ensaios clinicos piloto relataram o potencial
do Mino para tratar os sintomas da depressdo unipolar (MIYAOKA et al., 2012) e
depressao unipolar refrataria (HUSAIN et al., 2015).

No presente estudo, demonstramos a capacidade do Mino de prevenir e reverter
o fendtipo comportamental maniaco (comportamento de hiperatividade e comportamento
de risco) induzido pela administrag¢do repetida do inibidor seletivo DAT, GBR12909, em
camundongos. A hiperatividade é uma caracteristica da mania. Varios estudos utilizaram
a medida da atividade locomotora e exploratoria para descrever os efeitos de drogas
dopaminérgicas / psicoestimulantes, como as anfetaminas, como modelos de mania
(FLAISHER-GRINBERG; EINAT, 2010); (MACEDO et al., 2012) (VALVASSORI et
al., 2008). Além disso, drogas estabilizadoras do humor, Li e VAL, geralmente podem
suprimir essas alteracdes, apoiando a validade preditiva desses modelos (FLAISHER-

GRINBERG; EINAT, 2010) (MACEDO et al., 2013).

Nos tltimos anos, a administracdo aguda de GBR12909 foi reconhecida como
um modelo animal de mania. Em consonancia com esta evidéncia, os camundongos foram

tratados de forma aguda com GBR12909 e quando analisado seu padrao comportamental,
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apresentaram atividade locomotora aumentada e comportamentos perseverantes em
combinacdo com o aumento da exploraciao, um perfil semelhante visto em pacientes com
mania do TAB (YOUNG et al., 2010b). Além disso, no capitulo anterior, observamos
hiperlocomog¢ao, bem como comportamento exploratério aumentado 2 e 24 horas apds
administracao aguda de GBR12909, estes dados encontram-se publicados (QUEIROZ et
al., 2015). Considerando que a mania é uma sindrome complexa e multifacetada, a
investigacao de multiplos dominios como o afetivo e cognitivo tem proposto uma bateria
de testes comportamentais para avaliagdo do modelo tipo mania em animais (LOGAN;
MCCLUNG, 2016). Neste contexto, a reducdo da ansiedade e impulsividade sdo
caracteristicas importantes da mania que geralmente t€ém um manejo clinico dificil e estdo
associados com altas taxas de suicidio (IZCI et al., 2016) (SWANN et al., 2005). No
comportamento de roedores, ansiedade e avaliacdo de risco podem ser avaliadas pela
exposicdo a uma condi¢do ambiental aversiva. Neste contexto, paradigmas de ameaga,
como a exposi¢do ao odor de gato, provocam robustez e caracterizam mudangas no
comportamento defensivo que se pensa refletir frente ao comportamento de medo e

ansiedade em roedores (BOWEN et al., 2013) (DIELENBERG; MCGREGOR, 2001b).

Com base nessa premissa, neste estudo, decidimos avaliar os efeitos da
administracio GBR12909 repetida, pela primeira vez, no paradigma do odor do predador,
bem como para testar a capacidade da Mino e drogas classicas de estabilizagao do humor
Li e VAL na prevencdo e reversdo dos efeitos induzidos por GBR12909. Em nossas
condi¢des experimentais, os ratos tratados com veiculo passaram menos tempo em
contato com o pano com odor do gato em comparagdo com o pano de controle, além de
produzir menos contatos. Os camundongos controle também exibiram mais eventos de
abrigo quando expostos ao pano de gato em compara¢cdo com a situagdo neutra. Esses
achados demonstram que, em condi¢des normais quando submetidas ao odor do gato, os
camundongos percebem fisiologicamente esses estimulos como aversivos e ansiogénicos.
Evidéncias anteriores demonstram que em testes de traducdo cruzada para avaliar a
impulsividade e o comportamento de risco em camundongos, como o jogo do teste de
Iowa, inibidores seletivos DAT, como o modafinil e GBR12909, promovem um aumento
da impulsividade, motivagao e preferéncia de escolha de risco. Curiosamente, outros
farmacos psicoestimulantes, como a anfetaminas, quando testados nessas condicdes
geralmente desencadeiam uma resposta ansiogénica / aversiva (VAN ENKHUIZEN et

al., 2013). O perfil distinto de drogas como as anfetaminas teve seu mecanismo multiplo
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nio seletivo no SNC, atribuido seu mecanismo a varios alvos de neurotransmissio
monoaminérgica, como transportadores de serotonina e receptores noradrenérgicos, além
de sua acdo em neurotransmissores dopaminérgicos (VAN ENKHUIZEN et al., 2013).
Portanto, nossos dados reforcam a capacidade do GBR12909 através da inibi¢ao de DAT
para induzir comportamento de risco relevante para o estudo da mania do TAB
observados em contextos clinicos. Além de também ser uma possibilidade para investigar
em modelos animais o estudo da  impulsividade, comportamento de risco e
comportamento tipo de adicdo ao jogo, o que clinicamente € observado em pacientes

medicados para Doenca de Parkinson.

E bem reconhecido que Li é a droga psicotrépica de primeira linha para o
controle de impulsividade e capacidade de suicidio na populagdo com TAB, um efeito
que ndo parece ser exclusivamente por sua capacidade de diminuir o transtorno do humor
(BENARD et al., 2016) (CIPRIANI et al., 2013). Em animais de laboratorio, evidéncias
consideraveis também apoiam a acdo anti-impulsividade de Li (HALCOMB; GOULD;
GRAHAME, 2013) (OHMURA et al, 2012). Em relacio aos farmacos
anticonvulsivantes, como carbamazepina, lamotrigina e Val, apesar de alguns relatos de
sua eficdcia no tratamento e prevencdo de comportamento impulsivo e suicidio
((HOLLANDER et al., 2003) (STANFORD et al., 2005), alguns estudos destacaram sua
inferioridade em comparagdo com Li nas populacdes com TAB (CALABRESE et al.,
2005) (KEMP et al., 2009). No presente estudo, demonstramos que ambos os
medicamentos estabilizadores do humor, Li e VAL apresentaram um perfil similar,
prevenindo e revertendo as alteragdes induzidas pelo GBR12909 no paradigma do odor
de gato. E importante notar que estudos pré-clinicos prévios testando os efeitos de Li e
farmacos anticonvulsivantes em modelos de comportamento impulsivo e de risco apenas
avaliaram os efeitos da administracdo aguda de farmaco unico. Além disso, a
impulsividade é uma construcdo complexa e de dominio miltiplo (EVENDEN, 1999),
1999; (NAUTIYAL et al., 2017), portanto, € possivel que algumas drogas possam ser

efetivas contra alguns aspectos de impulsividade e ineficazes contra outros.

Em nossos resultados, Mino principalmente na dose mais elevada (50 mg/kg)
atenuou os efeitos do GBR12909 no paradigma do odor de gato em protocolo de
prevencdo e reversdo. A menor dose de Mino (25 mg/kg) suprimiu parcialmente a

alteracdes, aumentando apenas o nimero de eventos de abrigo. Apesar da sua potencial
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eficacia como terapia adjuvante na reducdo de sintomas depressivos no TAB e sintomas
negativos / cognitivos na esquizofrenia, ndo ha relatos considerando os efeitos da Mino
contra impulsividade ou comportamento suicida em pesquisa pré-clinica ou clinica.
Portanto, nosso estudo mostra novas evidéncias sobre os possiveis efeitos benéficos da
Mino contra a impulsividade e perturbacdes observadas no TAB e outros transtornos
neuropsiquidtricos, sendo, portanto, a Mino uma forte candidata para o tratamento do

estado maniaco agudo, e também para a profilaxia da recaida de sintomas maniacos.

5.6.2 Estresse oxidativo e niveis de bdnf e sua relacio com os efeitos da Mino

No presente estudo, os efeitos benéficos do Mino contra as alteracoes induzidas
por GBR12909 incluiram efeitos comportamentais acompanhados de alteragcdes
importantes no equilibrio oxidativo. A prevencdo e / ou reversao das alteracdes também
foram observadas nos grupos administrados com as drogas estabilizadoras do humor em
areas especificas do cérebro. Como previamente mencionado, o estresse oxidativo esta
envolvido na fisiopatologia de varios transtornos neuropsiquiatricos, sendo especialmente
importante para o TAB (KAPCZINSKI et al., 2008b)(TUN??EL et al., 2015). Varios
estudos relataram que os pacientes com TAB té€m significantes alteracdes em enzimas
antioxidantes (KULOGLU et al., 2002b) (KUNZ et al., 2008) (SELEK et al., 2015),
aumento da peroxidacao lipidica (KULOGLU et al., 2002b) (KUNZ et al., 2008) (TSAI;
HUANG, 2015) e diminuicao do conteido de GSH no plasma e cérebro. Parece que essas
alteracdes pro-oxidativas estdo presentes em todas fases do TAB, incluindo eutimia, mas

atingindo seus niveis mais altos no estado maniaco (KUNZ et al., 2008).

5.6.3 A inibicao do DAT, o consequente aumento da dopamina e de alteracoes

oxidativas

Os niveis sinapticos de DA estao relacionados ao aumento do estresse oxidativo
(YAMATO et al., 2010). De fato, as vias enzimaticas ou nao enzimaticas responsaveis
pelo metabolismo da DA, podem gerar compostos potencialmente pré-oxidantes. Neste
estudo, observamos que a administragdo repetida de GBR12909 induziu uma diminui¢ao
importante nos niveis de GSH e aumento da peroxidagdo lipidica em todas as areas
cerebrais testadas, especialmente no CPF e no hipocampo. Nosso grupo de pesquisa
demonstrou no capitulo 1 do presente estudo que uma tinica administragdo de GBR12909

induziu um aumento da peroxidagdo lipidica e redu¢do dos niveis de GSH no hipocampo
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e CE de ratos 2 e 24 horas pdés-administragdo, que foi associado a hiperlocomogao
(QUEIROZ et al., 2015). Mais recentemente, (KHAN et al., 2017) demonstraram que o
tratamento com GBR12909 em camundongos adolescentes promoveu um aumento nos
niveis de 8-0xo-dG, um marcador de DNA oxidado, em CPF, além de uma diminuicao

em neurdnios imunorreativos a parvalbumina nesta area do cérebro (KHAN et al., 2017).

Em nossos resultados, a Mino atenuou parcialmente as alteracdes oxidativas
cerebrais induzidas por GBR12909. Sabe-se que Mino tem propriedades neuroprotetoras
(DEAN et al., 2012b) e estudos prévios destacaram suas importantes propriedades
antioxidantes, tanto pela supressao e eliminac¢do direta de radicais livres (KRAUS et al.,
2005) (MORIMOTO et al., 2005). Apesar de nao ser totalmente entendido, um
mecanismo sugerido para as propriedades antioxidantes da Mino reside no seu efeito
regulatério no metabolismo da energia cerebral, principalmente, através de seus efeitos
nos complexos mitocondriais I, II, III e IV em &reas limbicas (REUS etal.,2015). Em um
estudo anterior, Mino na dose de 40 mg/kg atenuou significativamente o aumento nos
niveis extracelulares de DA estriatal ap6s administragio de MDMA (ZHANG et al.,
2006). Portanto, apesar de nao termos avaliado diretamente aqui, reforcamos a hipotese
de que os efeitos protetores da Mino contra danos oxidativos causados por GBR12909
podem estar relacionados a sua acdo na neurotransmissdo monoaminérgica,

especialmente na via dopaminérgica.

Outro ponto que procuramos determinar foi se os efeitos da Mino poderiam estar
relacionados com as alteracdes do BDNF no hipocampo, ja que esse marcador é de suma
importancia na fisiopatologia do TAB. De fato, niveis anormais periféricos de BDNF sdo
observadas em individuos com esse transtorno, levando a proposicao desta neurotrofina
como um biomarcador de episddios de humor e progressdao no TAB (FERNANDES et
al.,, 2011). Além disso, é importante mencionar que uma diminui¢do progressiva da
expressdo de BDNF € observada no hipocampo de animais submetidos ao modelo de
mania com base na administra¢do de anfetamina (por 7 e 35 dias), que pode ser suprimida
pelo tratamento com estabilizador do humor (FRIES et al., 2015). Consequentemente, em
nossos resultados, descobrimos que o bloqueio repetido de DAT por GBR12909 induziu
uma diminui¢do acentuada nos niveis de BDNF do hipocampo independentes de

protocolo de tratamento. Li, VAL e Mino com a dose mais baixa (25 mg / kg) restauraram

a concentragao hipocampal de BDNF semelhantes aos niveis de controle. Apesar da Mino
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estar potencialmente envolvida em efeitos protetores no protocolo de reversao, podemos

indicar a hipotese de mecanismos subjacentes a acdo de Mino na prevencdo, onde o

protocolo pode estar relacionado a outros mecanismos independentes do BDNF.
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CAPITULO III:

Avaliacdo da memoéria de
trabalho, comportamentos
relacionados a ansiedade e
avaliacdo da expressao protéica
de DAT e IBA em animais
submetidos ao modelo de mania
induzido pela administracao
repetida de GBR12909 e tratados
com estabilizadores do humor e

minociclina
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6.0 III: Avaliacio da memoéria de trabalho, comportamentos relacionados a
ansiedade e avaliacao da expressao protéica de DAT e IBA em animais submetidos
ao modelo de mania induzido pela administraciao repetida de GBR12909 e tratados

com estabilizadores do humor e minociclina

6.1 A Mino preveniu e reverteu as alteracoes causadas pelo GBR 12909 em

camundongos avaliados no teste de interacao social

O teste de interacdo social teve como objetivo avaliar a interacao do animal com
um animal desconhecido. Detectamos uma significativa intera¢do entre "protocolo" e
"tratamento experimental" [F (5, 82) = 18,87, P < 0,0001], com um efeito principal
significativo de "protocolo"[ F (1, 82) = 51,35, P <0,0001] e "tratamento experimental"[
F (5, 82) =43,89, P <0,0001]. Nos protocolos (prevencdo e reversao - Figura 27), o grupo
tratado com GBR12909 aumentou a interacdo social quando comparado ao grupo salina
(p<0.0001). No protocolo de prevencdo os grupos tratados com Li, VAL, Mino25 e
Mino50 conseguiram diminuir a interacdo social comparados ao grupo GBR12909
(p<0.0001), levando esta interacdo a nivel de animais controle. No protocolo de reversao,
Li, VAL e Mino50 conseguiram reverter a interacdo social quando comparados com
animais induzidos ao modelo de mania induzido por GBR12909 (p <0.0001). Ja a dose
de Mino25 nao conseguiu reverter as alteragdes na intera¢ao social quando comparado ao

grupo GBR12909.



98

Figura 27 - Efeito de Minociclina (Mino) e drogas estabilizadoras do humor, litio (Li) ou
valproato (VAL) na preven¢do ou reversdo nas alteracdes de interacdo social induzidas

pela administragdo repetida de GBR-12909 em camundongos.
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Camundongos Swiss foram submetidos aos protocolos de reversdo e prevencdo, com drogas
estabilizadoras do humor e Mino, de comportamento tipo-mania induzido por GBR12909 e avaliados
quanto a interacdo social. Cada barra representa a média = SEM da porcentagem de interagdo social
(n= 6-8 animais por grupo).  *** P <0,001, **** P <0,0001 de acordo com ANOVA de duas vias
seguido pelo teste pds-hoc de Tukey.
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6.2 A minociclina preveniu as alternacoes espontineas no teste de Y-maze de
animais tratados com GBR 12909

O teste do labirinto em Y visou avaliar a memoria de trabalho dos animais
submetidos ao modelo de mania por GBR 12909 e tratados com Li, Val ou Mino.
Detectamos uma significativa interacao entre "protocolo" e "tratamento experimental" [F
(5,93) = 8,575, P <0,0001], com um efeito principal significativo de "protocolo"[ F (1,
93) =53,37, P <0,0001] e "tratamento experimental"[ F (5, 93) = 49,77, P <0,0001]. Nos
protocolos (prevencao e reversao), o grupo tratado com GBR12909 diminuiu o nimero
de alternacdes espontaneas (Figura 28) quando comparado ao grupo salina (p<0.0001).
No protocolo de prevencdo os grupos tratados com Li, Val, Mino25 e Mino50
conseguiram aumentar o nimero de alternacdes espontaneas quando comparados ao
grupo GBR12909 (p <0.0001). No protocolo de reversao, Li, Val, Mino 25 e Mino50 nédo
conseguiram reverter as alteracdes no nimero de alternacdes espontaneas induzidas pelo

modelo de mania induzido por GBR12909.
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Figura 28 - Efeito da Minociclina (Mino) e de drogas estabilizadoras do humor, litio
(Li) ou valproato (Val) na prevencao ou reversao de alteragcdes na memoria executiva
induzida pela administracdo repetida de GBR-12909 em camundongos no teste de Y-
maze.
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Camundongos Swiss foram submetidos aos protocolos de reversio e prevencdo, com drogas
estabilizadoras do humor e Mino, de comportamento tipo-mania induzido por GBR12909 e avaliados
quanto as alternacdes espontineas no teste de labirinto em Y. Cada barra representa a média = SEM
da porcentagem da alternincia correta entre os bracos no teste de Y-maze (n= 6-8 animais por
grupo). F¥* P <(0,001, **** P <0,0001 de acordo com ANOV A de duas vias seguido pelo teste
pos-hoc de Tukey.
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6.3 A Mino conseguiu prevenir e reverter a alteracao no namero de entradas nos

bracos abertos de camundongos no teste do labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado, visou avaliar o comportamento de risco e ansiedade
dos animais submetidos aos protocolos de tratamento com GBR 12909, Li, Val e Mino,
através do parametro de nimero de entradas nos bragos abertos (NEBA) (Figura 29).
Detectamos uma interacao nao significativa entre "protocolo" e "tratamento experimental
"[F (5, 86) =2,116, p=0,0711], também sem efeito significativo de "protocolo"[ F (1, 86)
= 1,383, p= 0,2429], porém com significancia no "tratamento experimental"[ F (5, 86) =
47,01, p< 0,0001]. Nos protocolos (prevengcdo e reversdo), o grupo tratado com
GBR12909 aumentou o NEBA quando comparado ao grupo salina (p <0.0001). Nos
protocolos de prevencao e reversao os grupos tratados com Li, Val, Mino25 e Mino50

conseguiram diminuir o NEBA quando comparados ao grupo GBR12909 (p<0.0001).
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Figura 29 - Efeito de Minociclina (Mino) e de drogas estabilizadoras do humor, litio
(Li) ou valproato (VAL) na prevencao ou reversdo de alteragdes no nimero de entradas
nos bragos abertos induzidas pela administragc@o repetida de GBR-12909 em
camundongos
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Camundongos Swiss foram submetidos aos protocolos de reversdo e prevencdo, com drogas
estabilizadoras do humor e Mino, de comportamento tipo-mania induzido por GBR12909 e avaliados
quanto ao nimero de entrada nos bracos abertos (NEBA) no labirinto em cruz elevado. Cada barra
representa a média = SEM da porcentagem de entrada nos bragos abertos (n= 6-8 animais por grupo).
ek P <0,001, *¥*** P <0,0001 de acordo com ANOVA de duas vias seguido pelo teste pds-hoc de
Tukey.
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6.4 A Mino conseguiu prevenir e reverter o tempo de permanéncia dos camundongos
nos bracos abertos no teste do labirinto em cruz elevado

Detectamos uma interagdo significativa entre "protocolo" e "tratamento
experimental "[ F (5, 85) = 19,73, P <0,0001], com efeito significativo de "protocolo"[ F
(1, 85) =164,5, P =0,0001], e com significancia no "tratamento experimental"[ F (5, 85)
=122,7, P <0,0001] (Figura 30). No protocolo de prevencao e reversao, o grupo tratado
com GBR12909 aumentou o percentual do tempo de permanéncia nos bracos abertos
(%TPBA) quando comparado ao grupo salina (p<0.0001). No protocolo de prevengao os
grupos tratados com Li, Val, Mino25 e Mino50 conseguiram diminuir o %TPBA quando
comparados ao grupo GBR12909 (p<0.001) e ao grupo salina (p<0.001). Também no
protocolo de reversdo os grupos tratados com Li, Val, Mino25 e Mino50 reverteram as
alteracdes induzidas por GBRI12909 quando comparados ao grupo GBR12909
(p<0.0001).
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Figura 30 - Efeito de Minociclina (Mino) e de drogas estabilizadoras do humor, litio (Li)
ou valproato (VAL) na prevencdo ou reversiao no percentual do tempo de permanéncia
nos bracos abertos (TPBA) induzido pela administracdo repetida de GBR-12909 em
camundongos no teste de labirinto em cruz elevado.
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Camundongos Swiss foram submetidos aos protocolos de reversio e prevencdo, com drogas
estabilizadoras do humor e Mino, de comportamento tipo-mania induzido por GBR12909 e avaliados
quanto ao percentual do tempo de permanéncia nos bracos abertos (% TPBA). Cada barra representa a
média + SEM da porcentagem do tempo de permanéncia nos bracos abertos (n= 6-8 animais por
grupo). % P <0,001, *#*** P <0,0001 de acordo com ANOVA de duas vias seguido pelo teste
p6s-hoc de Tukey.
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6.5 Expressao das proteinas DAT e IBA1 no hipocampo dos animais tratados com

GBR12909
6.5.1 Expressao da proteina DAT

O tratamento repetido com GBR12909 causou uma reducgdo significativa na
expressao proteica do DAT em relac@o aos animais tratados com salina [F (5, 12) = 14,12,
P <0,05] (Figura 31). Mino 50 e Li ndo conseguiram prevenir nem reverter a reducio do

DAT causada por GBR12909.

Figura 31 - Efeito da Minociclina e da droga estabilizadora do humor, litio (Li) na
prevencao ou reversao das alteracdes na expressao do transportador de dopamina (DAT)
no hipocampo em animais sob o protocolo de prevengdo e reversdo induzido pela
administracio repetida de GBR-12909.
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Camundongos Swiss foram submetidos aos protocolos de reversdo e prevenc¢do, com litio e Mino, de
comportamento tipo-mania induzido por GBR12909 e avaliados quanto a expressio proteica do DAT.
Cada coluna representa a média = SEM (n= 4 animais por grupo). * P< 0,05 versus controle, de
acordo com a ANOVA de uma via, seguido do teste Brown-Forsythe
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6.5.2 Expressao da proteina IBA1

O tratamento repetido com GBRI12909 causou aumento siginificativo na
expressao do IBA1. O tratamento preventivo com Mino causou uma reducdo significativa
deste parametro em relacdo ao grupo GBR12909. O grupo reversdo tratado com Li

manteve o aumento nos niveis de IBA1 induzido por GBR12909 (Figura 32).

Figura 32 - Efeito da Minociclina (Mino50) e a droga estabilizadora do humor, litio (Li)
na prevengao ou reversao das alteragdes na expressao do IBA no hipocampo em animais
sob o protocolo de prevencdo e reversdo induzido pela administracdo repetida de GBR-
12909.
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Camundongos Swiss foram submetidos aos protocolos de reversdo e prevenc¢do, com litio e Mino, de
comportamento tipo-mania induzido por GBR12909 e avaliados quanto a expressdo proteica de IBAI.
Cada coluna representa a média = SEM (n= 4 animais por grupo). * P< 0,05 versus controle, de
acordo com a ANOVA de uma via, seguido do teste Brown-Forsythe
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6.6 Discussao

6.6.1 Alteracoes cognitivas, de ansiedade, comportamento de risco e interacao

social induzidas por GBR12909 e efeitos da Mino

Pacientes com TAB sofrem de comprometimento cognitivo que influencia
significativamente suas atividades funcionais (SAITO et al., 2017), estas alteracdes
cognitivas sdo observadas principalmente durante a progressdo do TAB (MARTINO et
al., 2017). Vale destacar que apesar da alta taxa de ansiedade em pacientes com TAB,
durante o episdédio de mania os pacientes encontram-se mais propicios a condutas de
risco, o que pode estar relacionada a uma baixa ansiedade e aumento dos contatos sociais.
Nesse contexto, nosso estudo se prop0s em avaliar os efeitos da administracaio GBR12909
repetida, no teste de labirinto em y (Y-maze), labirinto em cruz elevado (plus-maze) e
interacdo social, bem como a testar o potencial da Mino e estabilizadores de humor

classicos como Li e VAL na prevencao e reversao dos efeitos induzidos por GBR12909.

6.6.2 Minociclina previne alteracoes induzidas por GBR12909 no teste de Y-maze

Na avaliacdo da memoria de trabalho pelo teste de Y-maze observou-se que a
Mino nas doses de 25 e 50 preveniu as alteracdes na memoria de trabalho induzidas pelo
GBR12909. Esse resultado corrobora com o estudo de (NADERI et al., 2017) em que a
Mino na dose de 40mg/kg conseguiu prevenir as alteragdes de memoria em animais com
isquemia cerebral induzida pelo processo cirirgico de oclusdo da artéria cardtida
(NADERI et al., 2017). No presente trabalho os estabilizadores do humor, VAL e Li, que
também apresentaram atividade preventiva nas alteragdes de memoria induzidas por
GBR12909, corroborando com estudos que relatam o potencial do Litio no controle da
cognicdo e melhora da memoria de trabalho (TSALTAS et al., 2007) e da atividade
terapéutica do Val nas funcdes cognitivas e de memoria de ratos com modelo animal de

Alzheimer (NALIVAEVA et al., 2012).
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6.6.3 Minociclina previne alteracoes induzidas por GBR12909 no teste de interacao

social

No TAB, estudos indicam uma menor capacidade de interacdo social em
individuos portadores do transtorno (OWEN et al., 2016), podendo esse fato ser
relacionado as oscilagdes de humor presentes. Entretanto, observa-se que na depressao ha
menor predisposicdo ao contato social, enquanto na mania o paciente se apresenta com
alta expressdo da fala e de busca de contato com outras pessoas, comportamento simile
ao de mania que € observado em modelos animais tratados com anfetamina (MANDUCA
et al., 2016). Na esquizofrenia, por exemplo, a menor capacidade de interacao social se
caracteriza no quadro de sintomas negativos, sendo também muito prejudicial a vida
social do paciente (MISIAK et al., 2017). Nossos resultados corroboram com o sintoma
clinico da mania e o aumento da interacdo social nos animais tratados com GBR12909.
Em termos de prevengdo e tratamento, a Mino, farmaco escolhido para investigacao no
presente trabalho, vem apresentando resultados promissores em estudos clinicos de
comportamentos emocionais que requeiram decisdo, bem como na correlacdo com a
interacdo social (WATABE et al., 2012). Nos achados do nosso estudo no teste de
interacdo social, podemos observar a atividade preventiva da Mino25 e Mino50, bem
como dos estabilizadores do humor, enquanto na reversao apenas a dose de Mino50 e os
estabilizadores de humor apresentaram resultado significante, o que nos indica uma
relacdo entre os achados e os estudos citados acima, causa esta que pode estar relacionada
com a acdo antioxidante da Mino e na neuroplasticidade (MONTE et al., 2013),
mecanismos que estdo comprometidos na fisiopatologia do TAB, o que, portanto,
corrobora com nossos resultados (ARIANA et al., 2015). Em trabalho prévio mostramos
que a doxiciclina, fairmaco também da familia das tetraciclinas, foi capaz de prevenir as
alteracdes depressdo-simile induzidas por LPS (lipopolissacarideo) (FERREIRA
MELLO et al., 2013), o que mostra um potencial efeito estabilizante do humor destas

tetraciclinas.

6.6.4 Minociclina previne alteracoes induzidas por GBR12909 no teste de plus-

maze

A ansiedade se apresenta em varios transtornos mentais, € também no TAB vem

sendo relatada no DSM-V como fator preponderante e persistente nos casos de
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transtornos afetivos e de humor, e na mania em termos clinicos sendo acompanhada de
periodos de irritagdo, porém este manual ndo caracteriza arsenal terapéutico exclusivo
nessas condi¢des, principalmente no processo prodromico deste transtorno (CHAM;
KOSLIK; GOLOMB, 2016), o que reforca a necessidade de investigacdo de novos
farmacos. Avaliamos ansiedade através do teste de plus-maze, quanto ao tempo de
permanéncia e o nimero de entrada nos bragos abertos, pois estes dois aspectos condizem
com a avaliagdo dos niveis de ansiedade, pois fundamenta-se na resisténcia natural de
camundongos para areas abertas e elevadas, bem como sobre seu comportamento natural
exploratdrio espontaneo em ambientes inovadores (KOMADA; TAKAO; MIYAKAWA,
2008). Nos nossos resultados o GBR12909 aumentou a exploracdo dos animais nos
bracos abertos, caracterizando desta forma um aumento no comportamento de risco
(YOUNG et al., 2011). A Mino foi capaz de prevenir e reverter estas alteragdes no teste
do labirinto em cruz elevado. Vale destacar que este resultado estd em linha com o
resultado obtido no teste do odor do gato, onde 0s animais apresentaram mais exposicao
ao risco quando administrados GBR12909 sendo que a Mino, principalmente na dose de
50 mg/kg foi capaz de alterar esta resposta. Estes achados mostram que a Mino pode ser
uma terapia importante para os estados de mania.

Essa performance conexa ao risco no TAB tem analogia com o aumento nos
niveis de dopamina, que tanto estd implicado na fisiopatologia da mania bem como na
propria acdo do GBR12909. Ao observarmos a atividade preventiva da Mino nesse
contexto, sugere-se seu papel na regulacdo deste neurotransmissor no TAB, aspecto a ser
analisado em outras investigagdes.

Dessa forma, nossos estudos indicam a necessidade de mais investigacdes a
respeito da atividade terapéutica potencial da Mino nas altera¢des de memoria , interagdo

social, ansiedade e comportamento de risco presentes no TAB.

6.6.5 Analise da expressao protéica do transportador de dopamina (DAT) nos
grupos controle e tratados com Minociclina 50mg e Litio 47,5mg prevencao e

reversao induzidos por GBR 12909

O dominio regulatério na conservacdo da homeostase envolvendo a funcao de
dopamina é fornecido pelo transportador de dopamina (DAT), (KLOSOWICZ et al.,
2017), que tem a capacidade de remover a DA presente na fenda siniptica e interromper

o sinal produzido pelo neurotransmissor. O funcionamento reduzido deste transportador
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aumenta os niveis de DA na fenda sindptica impedindo seu retorno a célula pré-sinaptica,
como citado anteriormente, foi associado ao TAB (YOUNG et al., 2011). Nao esta
evidente como os estabilizadores de humor, como o Li age em animais com func¢do de
DAT reduzida, embora, em estudos com ratos com expressao normal de DAT, o Li ndo
afetou os niveis de dopamina basal, mas alterou a liberacdo de dopamina (MILIENNE-
PETIOT et al., 2017b). Nossos resultados indicaram expressao proteica do DAT no grupo
salina (controle negativo), entretanto o grupo administrado GBR12909 apresentou uma
grande redugdo na expressao desta proteina, o que nao foi revertido pelas drogas testadas.
Esse resultado pode estar relacionado com o fato do metabolismo da Dopamina e,
consequentemente, da sensibilidade do DAT a uma variacdo relacionada ao tempo e a
horarios, pois estudos ja sugerem uma maior flutuacdo no periodo diurno na atividade de
neuronios dopaminérgicos (FERRIS et al., 2014), o que pode ter influenciado nos
resultados expostos, pois os tratamentos com GBR12909 e os demais firmacos eram
feitos durante o dia, e o ultimo dia do protocolo e da dissecacdo das dreas cerebrais
também. Outro ponto a ser considerado € o fato do desligamento do DAT do seu inibidor,
em que alguns estudos sugerem que isso demore em torno de 24h, e nossos experimentos
seguiram o processo de comportamento e dissecacao 2h ap6s o dltimo dia de tratamento,
fato este que também pode ter influenciado na resposta e expressao proteica do DAT nos
animais tratados com GBR12909, Mino e Li, interferindo na possivel atividade destes

farmacos com a inibi¢do do DAT pelo GBR12909.

Vale salientar, que essa reducdo do DAT nos animais tratados com os
estabilizadores do humor nao necessariamente indica a total auséncia de regulacdo nos
niveis de dopamina, pois em outros testes avaliados na pesquisa observamos que o
prejuizo comportamental, de estresse oxidativo e de neuroplasticidade foram
significativamente afetadas pelos estabilizadores do humor e pela Mino em ambas as

doses estudadas, sendo parte destes comportamentos dependentes de dopamina.

Entretanto, embora o Li e a Mino nao tenham apresentado essa resposta quanto
ao DAT, podemos dizer que o resultado corroborou em refor¢ar o papel do GBR12909
como inibidor do DAT, refor¢ando estudos anteriores comparando o efeito do GBR12909
ao uso de animais knockout para o DAT como modelos de mania (YOUNG et al., 2010b),

porém nestes estudos anteriores ndo foi avaliada a expressao proteica do DAT, visto que
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os protocolos de uma forma geral sdo baseados em administracao tinica de GBR12909,

enquanto que o nosso foi baseado em uma administracdo repetida.

Dessa forma, sugere-se que o protocolo de comportamento tipo-mania induzido
pelo GBR12909 se apresenta de importancia equiparada ou superior ao modelo da d-
anfetamina proposto previamente (FREY et al., 2006d) e utilizado como padrao ouro para

o estudo deste comportamento em roedores.

6.6.6 Analise da expressao protéica do IBA1 nos grupos controle e tratados com

Minociclina 50mg e Litio 47,5mg prevencao e reversiao induzidos por GBR 12909

A neuroinflamacio estuda alteracdes imunes do sistema nervoso central (SNC),
tendo nitida e confirmada participacao na fisiopatologia de transtornos mentais. A
microglia, célula imune inata residente no SNC, atua como mediador celular essencial do
processo de neuroinflamacgdo. Ela quando ativada produz citocinas € quimiocinas que
influenciam na plasticidade sindptica, no metabolismo de neurotransmissores €
neurocircuitos que atuam na regulacdo do humor (ISGREN et al., 2017).

Diversas pesquisas ja indicam a ligagao da neuroinflamacao na fisiopatologia do
TAB, com comprometimento de mecanismos de neuroplasticidade, sobrevivéncia
neuronal, parametros que s3o diretamente influenciados pela atividade de
neurotransmissores, hormonios e neurotrofinas; e que desregulados podem promover
instabilidade no processo de homeostase, atuando como pré-inflamatérios, e assim
influenciando na génese do TAB. Isso € comprovado através de pesquisas atuais que vem
evidenciando o aumento de achados de citocinas inflamatorias em diferentes fases do
TAB, agindo desde a ativacdo de neutréfilos, aumento da permeabilidade celular e sintese
de proteinas de fase aguda do processo inflamatoério. Relacionando assim o papel do
sistema imune inato como diretamente associado ao TAB, bem como de fatores
neurotroficos, especialmente o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), estresse
oxidativo, além de citocinas e quimiocinas (SAYANA et al., 2017), todos em conjunto
promovendo um processo de desregulacdo inflamatéria no SNC, e causando assim,
progressao do transtorno e indicando a necessidade de novos farmacos que atuem neste
alvo que se apresenta como de grande relevancia na fisiopatologia do TAB.

Nossos resultados indicaram que a administracdo repetida de GBR12909 € capaz

de aumentar a expressao proteica de IBA1, uma proteina de ligac@o ao calcio especifica
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para microglia / macréfagos (OHSAWA et al., 2004), e que o Li e Mino foram capazes
de prevenir esta alteragdo. Este achado corrobora com o efeito anti-inflamatério da Mino

(ROSENBLAT; MCINTYRE, 2016), sugerindo, portanto que o efeito de estabilizacdo da

microglia pela Mino é importante para seu efeito antimaniaco.

Escolhemos avaliar a atividade inflamatéria através da microglia através da
técnica de imunoblotting na area do hipocampo visando um resultado seguro e robusto,
ja que microglia e astrdcitos s@o os maiores tipos de células gliais envolvidas na regulagao
do processo imunolégico de processos patoldgicos cerebrais (CHEN et al., 2015), estando
também envolvidos na produgdo e liberacdo de citocinas inflamatorias, producdo de
espécies reativas de oxigénio e consequentemente na lesdo neuronal (CHEN et al., 2015),
sendo assim parametro norteador do processo inflamatério no modelo animal estudado e

no tratamento.

Relacionando o envolvimento do processo inflamatério com outras vias
avaliadas na pesquisa como o estresse oxidativo, observamos que, de fato, a Mino
conseguiu prevenir e reverter as alteragcdes na peroxidacdo lipidica no hipocampo
induzidos pelo tratamento repetido com GBR12909, corroborando com o achado de
prevencao na avaliacdo do marcador IBA1, sendo um indicador que nesta area cerebral a
Mino consegue expressar sua acdo anti-inflamatdéria corroborando com o estudo em que
demonstra seu papel neuroprotetor através da regulacdo da expressao de IBA1 em injudria

cerebral neonatal induzida por hipoxia (MIN et al., 2017).

Logo, nosso estudo acredita contribuir com a demonstracdo que a Mino possa
vir a ser mais investigada e assim colaborar quanto ao seu papel anti-inflamatério na

fisiopatologia do TAB.
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7.0. CONSIDERACOES FINAIS

O TAB vem sendo considerado como uma das dez doencas mais incapacitantes
do mundo, o que o sinaliza como um alvo necessario e urgente de pesquisas na area de
neurociéncias e psiquiatria translacional. Indica conceber que uma grande parcela da
populacdo de médicos e pacientes necessitam desse investimento intelectual e do retorno
cientifico com resposta através da sinalizacdo de novas substancias efetivas através de

modelos animais que mimetizem o transtorno.

Nossa pesquisa se propds a contribuir com a pesquisa para o TAB através da
investigacdo de um novo modelo de mania induzido pela administracdo repetida de
GBR12909 e do efeito potencial da Mino, um farmaco ja utilizado na clinica como
antimicrobiano, e que vem apresentando efeitos neuroprotetores. Buscamos adaptar o
modelo de mania com o uso repetido do GBR12909 para a realizacdo de protocolos de
prevengao e reversdo semelhantes ao modelo de mania induzido por d-anfetamina (FREY

et al., 2006¢), (KAPCZINSKI et al., 2008a), padrao ouro para o estudo da mania.

A proposta inicial do trabalho foi verificar o curso temporal das alteracdes
induzidas pela administragdo tnica do GBR12909. Neste protocolo observamos o
comportamento de hiperlocomoc¢do em grupos distintos nos periodos de tempo de 2, 4, 8,
12 e 24h ap6s administracdo do GBR12909, e que encontramos melhor resultado nos
pontos de tempo de 2 e 24h, o que nos norteou a adaptacdo do modelo. Além disso,
observamos a atividade dos estabilizadores do humor Li e Val na prevencdo de animais
tratados durante 3 dias com estes firmacos e posterior tratamento com GBR12909,
refor¢ando os proximos passos da pesquisa em que continuamos utilizando Li e Val como
grupos controle positivo com a finalidade de comparagao para avaliar a atividade da Mino

no modelo, onde os resultados estao ilustrados no esquema do Quadro 3.

Posteriormente, seguimos o protocolo de prevencdo e reversdo através da
administracao repetida de GBR12909 com avaliagao da hiperlocomogao através do teste
do campo aberto, do comportamento de risco através do teste do odor do gato e do estresse
oxidativo através dos testes de GSH e TBARs, em que a Mino apresentou resultados
significativos quando comparado aos estabilizadores do humor, reforcando seu possivel

papel como farmaco antimaniaco, conforme demonstramos os resultados encontrados no
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esquema do Quadro 4. Vale destacar que os poucos grupos de pesquisa que trabalham

com GBR12909 como modelo de mania normalmente o fazem com administracdo tnica.

Na terceira etapa seguimos com o protocolo de prevencdo e reversdao onde
avaliamos os comportamentos relacionados a memoria, interac@o social e ansiedade, bem
como a expressao proteica dos marcadores DAT e IBA através do imunoblotting, em que
buscamos avaliar o alvo do GBR12909, o DAT, e o papel da Mino como anti-inflamatério
com o marcador de micrdglia, Ibal. Esses resultados demonstraram um papel
significativo de prevencdo da Mino nas alteracOes comportamentais induzidas por
GBR12909. Observamos neste protocolo, que o GBR12909 causou déficits na memdria
de trabalho e comportamento de reducdo da ansiedade/aumento do comportamento de
risco, enquanto que a Mino foi capaz de prevenir e reverter parcialmente estas alteragdes.
Vimos também que a Mino apresentou efeito anti-inflamatorio reduzindo a expressao de
IBA1 e que a grande reducdo do DAT induzida pelo GBR12909 nao foi revertida por
nenhuma das drogas testadas. Esses resultados estdo demonstrados no esquema do

Quadro 5.

Como perspectivas de continuidade do estudo destacamos a anélise da GSK3p,
citocinas e a avaliacdo da atividade mitocondrial, pardmetros de suma importincia na
fisiopatologia do TAB. Como limitagdo do estudo temos o tempo de 2 h para avaliacdo
do DAT, o que pode ter interferido nos resultados obtidos. Seguimos esse tempo de 2 h
baseado nas pesquisas de modelos animais de mania que seguem esse protocolo.
Entretanto, para 0 GBR12909 acreditamos que seria interessante utilizar outra variacao

maior de tempo para expressar de forma mais expressiva o marcador DAT.

Outro ponto a ser analisado em proximos estudos estd em avaliar o efeito de
outros farmacos no modelo de mania induzido por GBR1209, além dos farmacos padrao
Li e Val e da prépria Mino. E interessante pensar em um firmaco que possa atuar
antagonizando o efeito molecular de inibidor do DAT e que assim opere na acdo inicial

do GBR12909.

Assim, confiamos, a partir dos dados achados, que a pesquisa teve delineamento
e saldos positivos que sinalizam como subsidios para posteriores investigagdes € assim
cooperando com a literatura cientifica acerca deste transtorno tdo preocupante para a

saude publica mundial.
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Quadro 3 — Resumo dos resultados encontrados no Protocolo 1

Administragdo tnica de GBR12909 10mg /kg ou Sal (ip)

Na  Avaliacido da

Atividade Locomotora

apresentaram  melhor

resposta IR

Grupos de 2h e 24h apds a

administracao

Glutationa Reduzida

Cortex Pré-Frontal

GSH diminuiu no tempo de

8,12 e 24h

Estriado GSH diminuiu no tempo de
2,4,8 e 12h
®
Hipocampo GSH diminuiu em todos os

&%

pontos de tempo avaliados

Niveis de MDA

Cortex Pré-Frontal

MDA aumentou no tempo de

2e12h

Estriado MDA aumentou no tempo de
2e12h
&
Hipocampo MDA aumentou no tempo de

&

2e12h
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Quadro 4 — Resumo dos resultados encontrados no Protocolo 2

Administracao repetia de GBR12909 10mg /kg ou Sal (ip)

Atividade Locomotora

Na Avaliacao da

Mino doses de 25 e

50 mg /kg |

Minociclina previne e reverte hiperlocomocio e

comportamento exploratorio

Teste do Odor do Gato

Mino doses de 25 e

50 mg /kg I

Minociclina previne e reverte o aumento do

comportamento de risco induzido

Glutationa Reduzida

Cortex Pré-Frontal

Prevencdo - Reducdo nos niveis de GSH nos
grupos Sal + GBR12909, Li + GBR12909, VAL
+ GBR12909, Mino25 + GBR12909 ou Mino50
+ GBR12909

Reversao - GBR12909 + VAL ou GBR12909 +
Mino50 diminui¢do dos niveis de GSH em
relacdo ao grupo controle, GBR12909 + Mino25
aumentou os niveis de GSH quando comparado

ao grupo GBR12909 + Sal

Estriado

&

Prevencio - os tratamentos testados (Li, VAL,
Mino25 ou Mino50) mantiveram a diminuicao

dos niveis de GSH

Reversao - todas as drogas testadas reverteram

a diminuig¢éo do teor de GSH

Hipocampo

i&'ﬁ%
@

Prevencdo - Nenhum dos medicamentos
testados (Li, VAL, Mino25 ou Mino50) impediu

as alteracdes nos niveis de GSH

Reversao - O tratamento com Mino 25 ou
Mino 50 reverteu a redugdo nos niveis de

GSH

Vermis cerebelar

g‘-i‘,g
&

Nao houve diferenca significativa no
contetido do GSH observado no protocolo

de prevencdo ou reversao
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NIVEIS DE MDA

Cortex Pré-Frontal

Prevencdo - Foi prevenida pela
administracdo de Li ou VAL, enquanto o
pré-tratamento com Mino25 ou 50
aumentou esse pardmetro em relacdo ao

controle e animais tratados com GBR 12909

Reversao - Peroxidacio lipidica aumentou
em animais tratados com GBR12909, e o
tratamento com VAL ou Mino25 também
demonstrou aumento quando comparado ao

animais controle tratados com GBR12909

Estriado

&

MDA aumentou no tempo de 2 e 12h

Vermis cerebelar

Prevencao - Aumento da peroxidagdo
lipidica nos grupos VAL + GBR12909,
Mino25 + GBR12909 ou Mino50 +
GBR12909

Reversao - Aumento da peroxidacio
lipidica nos grupos GBR12909 + Li ,
GBR12909 + VAL, GBR12909 + Mino25,
GBR12909 + Mino50

Hipocampo

Prevencao - Grupo Mino25 apresentou
reduc¢do da peroxidacdo lipidica em relacdo

ao grupo GBR12909 + Sal

Reversao - Nao houve resultado

significativo

BDNF

Hipocampo

®

A minociclina reverteu a diminui¢do dos

niveis de BDNF do hipocampo
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Quadro 5 — Resumo dos resultados encontrados no Protocolo 3

Administracdo repetida de GBR12909 10mg /kg ou Sal (ip)

Teste de Interacao Social

Mino doses de 25 e

50 mg /kg ‘

Mino preveniu e reverteu as alteracdes

causadas pelo GBR 12909

Teste de Y-maze

Mino doses de 25 e
50 mg /kg

—

Minociclina preveniu as  alternacdes
espontineas de animais tratados com GBR

12909

Teste do labirinto em

cruz elevado (NEBA)

Mino doses de 25 e
50 mg /kg

—

Nos protocolos de prevengdo e reversio os
grupos tratados com Li, Val, Mino25 e
Mino50 conseguiram diminuir o NEBA

quando comparados ao grupo GBR12909

Teste do labirinto em

cruz elevado (TPBA)

Mino doses de 25 e
50 mg /kg

—

Mino conseguiu prevenir e reverter o tempo
de permanéncia dos camundongos nos
bracos abertos no teste do labirinto em cruz

elevado

Expressao da proteina

DAT

Mino 50 mg /kg

—)

Hipocampo

O tratamento repetido com GBR12909
causou uma reducdo significativa na
expressao proteica do DAT em relacao
aos animais tratados com salina Mino
50 e Li ndo conseguiram prevenir nem
reverter a redu¢ao do DAT causada por

GBR129009.

Expressao da proteina

IBA1

Mino 50 mg /kg

m—)

Hipocampo

O tratamento repetido com GBR12909
causou aumento siginificativo na
expressdo do Ibal. O tratamento
preventivo com Mino causou uma
reducdo significativa deste parametro

em relacdo ao grupo GBR12909.
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8.0. CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste estudo apontam para o periodo de tempo de 2
h p6s-GBR12909 (em administracdo tnica) como o mais evidente para a avaliacdo de
alteracdes comportamentais e neuroquimicas relacionadas ao fendtipo de mania. Outra
observacao importante foi que Li, bem como VAL foram eficazes na prevenciao das
alteracoes comportamentais induzidas por este inibidor de DAT. Em geral, nossos
resultados contribuem para a validade de constructo (pela determinacdo de desequilibrio
oxidativo), bem como para a validade preditiva do modelo de mania induzido por
GBR12909 (pela determinacdo de efeitos preventivos do Li e Val). Aqui também
estendemos a validade do modelo animal de mania induzido pela administragcdo repetida
de GBR12909, mostrando a manifestacdo de alteragdes pro-oxidante, neuroinflamatdrias,
e reducdo da expressdo proteica de DAT, bem como a capacidade das drogas
estabilizadoras do humor, Li e VAL, na prevencdo e reversdo dessas alteragdes.
Trazemos conclusdes iniciais em relacdo a prevengdo e reversao de alteracdes mania-
simile induzidas pelo GBR12909 com a Minociclina. O efeito preventivo foi relacionado
a alteragdes antioxidantes em areas cerebrais como hipocampo e estriado, enquanto
alteracdes neurotréficas foram observadas no efeito de reversdo. A minociclina também
preveniu alteragdes neuroinflamatérias induzidas por GBR12909, o que ndo foi visto com
o Li. Assim, nossos resultados ddo a primeira evidéncia pré-clinica sobre o potencial
antimania, bem como do possivel efeito enquanto estabilizador da minociclina. Este
estudo abre perspectivas para a concepcao de ensaios clinicos de prova de conceito do

uso da minociclina (sozinha ou como um tratamento adjuvante) para mania.
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Abstract Pobymomphisms in the human dopanms transporter
(AT} are assocmbed with bipolar endophenotpe. Based on
this, the acute mhibition of DAT using GBRIZ909 causes
behavioml ahemtions that are prevented by valproate (VAL),
being reluted to n man@-like model. Hersin our fist aom was
to anabe behavioml and brain oxidative sheraions durng a
24h period post-GBR1 2909 to bater chamcterize this modsl,
Our second mim was to determing the preventive effects of
lithium (L1} or VAL 2 h post-GBE 12809, For this, sdult male
mice reeetved GBRI2909 or suline being evaluted at 2, 4, 8,
12 or 24 h post-administmtion. Hypearlocomaotion, levels of
reduced ghotathione (GSH) and lipid peroxidation in brain
areas wene assessed ab all these tme-pomts. GBR 129049
cmsed hypedocomotion at 2 and 24 h, Rermg behavior in-
crensed onby at 2 b, GSH levels decressad in the hippoampus
urwd strintum at the time points of 2, 4, 8 and 12 b Incressed
lipid peroxdation was detected at the me-pome of 2 and
12 b m all brom areas stadied. At the ttime-point of 2 h post-
GBRI12009 Li prevented the hypedocomotion and mearing

ahteratons, while VAL prevented only reanng altemtions.
Both drugs prevented pro-oxidative changes. In conchusion,
we ohserved that the man belovioral and oxdatee altertions
ook place at the tme-period of 2 h poseGBRIZ909, what
points 1o this time-penod as the best for the assessment of
alterations in this modd. Futhermore, the present study ex-
pands the predictive validity of the model by the daermina-
tion of the preventive effects of Li

Kevwords Bipolar disorder - Mania - GBRI2909 -
Valproate - Lithium -Mice

Introduction

Recument episodes of disturbed affect incloding mama and
depression ane core Eatures of bipolor deorder (BDY), Brun
functions, such o8 cognition, seems o be impared during the
soute phases of BD, especially during mumic states { Mors
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Eepwords Badgground:  Mamia hypomania is the candinal festure of bipolar disonder. Becendy, smgle adminisration of the
Bipodar disonder dopamine Transponter {DATY inhibater, GER] 29049, was relaid to mamia-like ali=mtions. In the present study we
Ml aimed &t testing behavioral and bain nxddant,/nenmirophic altemstims induced by the repeated adminismtion
nm-::m = of GBR 12905 and its prevention/reversal by the mood sebilimng drugs, lithiom {Li) and valproate (¥ ALY = well
Luumiﬂm &5 by the neumprmitsctive dmug, minocydme [Mina).

Vapsaie Methade Adult Swiss mice were submitted i 14 days protocols nemely prevention and reversl. In the neve sl

Fisk minng e mcior

prooaonl mice wens given GRE 12905 or ssline and between days 8 and 14 reosived Li, VAL Mo {25 ar 50mg/
kg) orsaline. In the prevention tr=stment, mice wers pretrested with Li, VAL, Mino or saline prior to GRAL X049,
Remle GOR129E repested administmation mducsd hypedooomation and inaeassd nisk taking behavior that
were preventsd and reversed by fie mood stabilicers and both doses of Mino. Li, WAL or Mino were mare
effective in the meversal of striatal G5H alemtions indued by GBR1 2309, Regarding Epid peroxddation Mioo
was mare efi=ctive in the prevention and reversal of lipid perocdation in the hippocampas whersas Liand WAL
prevented this alemtion in the stristum and PPC. Li, ¥AL and Mma25 reversed the decresse i BDNF levels
inshured by GHR 12905

Conchidon: GRE] 2909 repeatesd adminkiration r=embles manic phenotype. Similarly to dassical moond -stabi
lming sgents, Mino prevented and reverssd GBR 12909 mamiclie belavior m miee. Thux, our data prewvide
preclinical suppaont to the design of triak investigating Mino's paesible antimanic sffscts.




