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RESUMO

O Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) estd entre os
transtornos psiquiatricos mais comuns da infancia e adolescéncia, com taxa de
prevaléncia entre 3,5% a 5,6% da populacédo jovem, e é definido como um padréao
persistente de desatencdo e/ou hiperatividade-impulsividade, com sintomas
evidentes antes dos 12 anos de idade. O Dimesilato de Lisdexanfetamina (LDX) &
um novo psicoestimulante utilizado para o tratamento do TDAH com resultados
promissores, mas sao necessarios estudos que verifiquem seus efeitos a longo
prazo. Desta forma, o presente estudo se propds a investigar o efeito do tratamento
com LDX no neurodesenvolvimento e sua repercussao na fase adulta, avaliando
alteragbes nos parametros comportamentais e neurogquimicos. Foram utilizados
ratos Wistar machos, com 21 dias de nascidos, submetidos ao Teste de Campo
Aberto e divididos em dois grupos: o grupo experimental, tratado com LDX nas
doses de 2mg/kg e 5mg/kg, e o grupo controle, que recebeu solugcéo salina. A droga
foi administrada por gavagem ao longo de 10 dias e no ultimo dia de tratamento foi
realizado teste comportamental. Decorridos 30 dias ap0s o periodo de tratamento,
sem nenhum procedimento experimental, os animais foram novamente avaliados no
Teste de Campo Aberto, sacrificados e dissecados, extraindo suas areas cerebrais
para a realizacdo de testes neuroquimicos, nos quais foram mensurados os niveis
de estresse oxidativo por meio da determinagdo da concentracdo de nitrito/nitrato,
producdo de substancias acidas reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS) e através
da andlise dos niveis de Glutationa Reduzida (GSH). Os resultados dos estudos
comportamentais e neuroquimicos apontam o0 aumento da atividade
comportamental, elevacdo da concentracdo de nitrito/nitrato e da peroxidacéo
lipidica e decréscimos nos niveis de GSH em ratos tratados com 5 mg/kg de LDX em
periodos posteriores ao consumo da droga, com alteragcdes na concentracdo da
dopamina e estresse oxidativo persistentes na fase adulta do animal, sugerindo que
tratamentos farmacolégicos realizados durante a infancia e a adolescéncia podem
interferir no neurodesenvolvimento e causar repercussdes na idade adulta de seus

usuarios.

Palavras-chave: Dimesilato de Lisdexanfetamina; Transtorno de Déficit de Atencao
e Hiperatividade; Estresse oxidativo.



ABSTRACT

The Attention Deficit Hyperactivity Disorder (ADHD) is among the most common
psychiatric disorders of childhood and adolescence, with prevalence rates from 3.5%
to 5.6% of the young population, and it is defined as a persistent pattern of
inattention and/or hyperactivity-impulsivity, with obvious symptoms before 12 years
old. The lisdexamfetamine dimesylate (LDX) is a new psychostimulant used to treat
ADHD with promising results, but lack studies to verify their long term effects. Thus,
the present study was investigated the effect of treatment with LDX in
neurodevelopment and its repercussions in adulthood, assessing changes in
behavioral and neurochemical parameters. Wistar male rats were used, with 21 days
of born, submitted to Open Field Test and divided into two groups: the experimental
group, treated with LDX at doses of 2 mg/kg and 5 mg/kg and the control group,
which received saline solution. The drug was administered by gavage over 10 days
and the last day of treatment the behavioral testing was performed. 30 days after the
treatment period, no experimental procedure, the animals were again evaluated in
the Open Field Test, sacrificed and dissected, extracting their brain areas for the
realization of neurochemical tests, in which the levels of oxidative stress were
measured through determining the concentration of nitrite/nitrate, the production of
acid reactive substances to thiobarbituric acid (TBARS) and by analyzing the levels
of reduced glutathione (GSH). The results of behavioral and neurochemical studies
indicate the increased behavioral activity, increased concentration of nitrite/nitrate or
lipid peroxidation and decrease in GSH levels in mice treated with 5 mg/kg LDX in
periods after useing the drug, with changes in the concentration of dopamine and
persistent oxidative stress in the adult animal, which suggests that pharmacological
treatments performed during childhood and adolescence may interfere the brain

development and cause repercussions in adulthood of the members.

Key-words: Lisdexamfetamine Dimesylate; Attention Deficit Hyperactivity Disorder;

Oxidative Stress.
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1. INTRODUCAO

O aumento no consumo de medicamentos ocorrido desde a segunda
metade do século XX pode ser explicado pelo crescimento da industria farmacéutica,
pela facilidade de acesso aos medicamentos e pelo processo de mercantilizagéo e
medicalizacdo da saude (POLI NETO; CAPONI, 2007). Aliado ao fortalecimento do
paradigma biomédico, doencas e transtornos do desenvolvimento tornaram-se
objeto de estudo, promovendo a elucidacao e divulgacdo dos novos conhecimentos
a sociedade, gerando a conscientizacdo e o diagnostico adequado de tais disturbios,

aumentando ainda mais o uso de farmacos pela sociedade.

Para os autores Mattos, Rohde e Polanczyk (2012) a medicalizacéo gera
preocupacOes, especialmente acerca do tratamento excessivo em criangas e
adolescentes. Em seus estudos sobre o Transtorno do Déficit de Atencdo e
Hiperatividade (TDAH), afirmam que os estimulantes sdo a primeira linha de
tratamento adotada para criancas em idade escolar, levantando questionamentos
guanto as possiveis consequéncias da utilizacdo de drogas estimulantes do sistema

nervoso sobre o neurodesenvolvimento.

1.1 Transtorno de Déficit de Atencéo e Hiperatividade (TDAH)

O Transtorno de Déficit de Atencéo e Hiperatividade (TDAH) esta entre os
transtornos psiquiatricos mais comuns da infancia e adolescéncia, com taxa de
prevaléncia entre 3,5% a 5,6% da populacao jovem, e € mais comum entre meninos
do que entre meninas (LECENDREUX; KONOFAL; FARAONE, 2011).

O DSM V (Manual diagnostico e estatistico de transtornos mentais — 5°
edicdo, 2013) define o TDAH como um padréo persistente de desatencdo e/ou
hiperatividade-impulsividade, com sintomas evidentes antes dos 12 anos de idade.
O subtipo predominantemente desatento do TDAH caracteriza-se por
comportamentos de divagacao, falta de persisténcia, desorganizacéo e dificuldades
para manter o foco, ndo havendo relacdo com déficits na capacidade de
compreensao. O subtipo predominantemente hiperativo/impulsivo pode ser descrito

por uma intensa atividade motora inapropriada, inquietude extrema e/ou acdes
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precipitadas e momentaneas, com significativo potencial para o dano a pessoa. O
subtipo combinado apresenta tanto sintomas de desatencdo quanto de

hiperatividade e impulsividade, evidentes nos ultimos seis meses.

O TDAH é um transtorno invasivo cujos sintomas estdo presentes em dois
ou mais ambientes, promovendo prejuizos ou diminuicdo da qualidade de
funcionamento no éambito social, académico e/ou ocupacional do individuo.
Transtornos comoérbidos sédo frequentes em pessoas com diagnéstico de TDAH,
como a associagao com o Transtorno de conduta (CD) e o Transtorno de Oposi¢éo
Desafiante (TOD), favorecendo o aumento dos indices de fracasso escolar
(LECENDREUX; KONOFAL; FARAONE, 2011).

Além da problemética da sintomatologia do transtorno, multiplicam-se
estudos que apontam o grande risco de abuso de substancias em pacientes que
fazem uso de psicoestimulantes, indicando que criancas diagnosticadas com TDAH
gue nao forem acompanhadas adequadamente poderdo utilizar substancias de
abuso com o decorrer do tempo (KATUSIC et al., 2003).

Um estudo realizado por Kerekes et al. (2013), apontou que criancas e
adultos com TDAH apresentam uma alta propenséo para a busca por novidades,
com tracos de impulsividade, desordem, agitagcdo e inquietagdo. Embora estes
dados sinalizem déficits nas funcbes executivas e prejuizos na atencdo, a
curiosidade, generosidade e extroversdo em situacdes da vida social sdo tracos

positivos do perfil comportamental do TDAH.

Ao realizar uma revisao de literatura, Marcelo e Caciane Reinhardt (2013)
encontraram diversas situacdes que conferem ao TDAH um grau de urgéncia para
seu diagndéstico e tratamento, por apresentar diversas comorbidades e riscos ao
sujeito, como envolvimento em acidentes, risco de suicidio e adicdo, exposicao a
violéncia ou risco de abuso de internet e abuso sexual. Os autores consideram que
sua alta prevaléncia e seus sintomas apresentam-se como um problema de saude

publica, reforcando a importancia de seu reconhecimento e adequado tratamento.
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1.2 Neurobiologia do TDAH

A etiologia do TDAH é incerta, mas fatores como baixo peso ao nascer,
exposicao pré-natal ao alcool ou cigarro, idade e salde materna, duracdo do parto,
sofrimento fetal e componentes genéticos, com estimativa de herdabilidade entre
0,5-0,9%, podem atuar aumentando o risco de desenvolvimento do transtorno entre
parentes de primeiro grau (SPENCER et al., 2002).

Estudos apontam o carater combinatério do TDAH, resultante da soma de
fatores biolégicos, genéticos, sociais e ambientais. Considerada uma doenca
neurobioldgica, estudos sugerem a existéncia de alteragdes em areas especificas do
cérebro, como o cértex pré-frontal e parietal, os ganglios da base e circuitos
associados. As alteracdes nestas regibes podem favorecer mudancas no controle
inibitério, na memdria de trabalho, na capacidade atencional e em outras funcées
executivas (GONCALVES et al., 2013).

Castellanos e Proal (2012) abordaram a relacdo entre o circuito de
controle executivo e a sintomatologia do TDAH. Os circuitos fronto-parietal formados
pelo lobo frontal, cortex cingulado, nucleo caudado e cerebelo envolvem funcdes
como a flexibilidade mental e tomada de decisfes. Barkley e colaboradores (2008)
também discutiram a presenca de altera¢cdes nos substratos neuronais que regulam
as funcbes executivas. A falha nos processos inibitérios favorece a baixa tolerancia
a espera, a auséncia de comportamento governado por regras € a emissao de

respostas rapidas e imprecisas, necessitando de recompensas imediatas.

Ao estudar a neurobiologia do TDAH, Faraone e Biederman (1998)
concluiram que embora ndo haja uma Unica fisiopatologia, muitos dados indicam
uma disfuncao nas vias fronto-corticais que controlam o comportamento e a atencao
e diferencas morfologicas e fisiologicas nos sistemas pré-frontal — estriado, que séo
ricos em dopamina. Assim, o TDAH estaria associado ao DAT, uma fosfoproteina
neural que remove o neurotransmissor dopamina do espaco sinptico e regula sua
disponibilidade para os receptores pré e pés sinapticos. Esta desregulacdo do nivel
de dopamina causado pela funcéo inapropriada do DAT esta presente em muitas

doencas neurolégicas, incluindo a depressao e o abuso de psicoestimulantes.



19

1.3 Comportamento Hiperativo e o Teste de Campo Aberto

Movimentos frequentes de maos ou pés, dificuldades para manter-se
parado em uma cadeira, realizando movimentos que contorcem 0 corpo ou levantar-
se com frequéncia para locomover-se no espago, Sao sintomas hiperativos que
repercutem negativamente em atividades sociais, académicas e/ou profissionais do
individuo (DSM V, 2013). Em experimentos com animais, padroes comportamentais
hiperativos podem ser observados através da quantificacdo de cruzamentos,

rearings e groomings realizados durante o Teste de Campo Aberto.

O teste de Campo Aberto (Open field) esta entre os testes mais utilizados
para a mensuracdo da atividade locomotora e comportamento exploratério em
animais de laboratoério. Desprovido de marcos visuais, pistas olfativas e sonoras, o
teste é realizado em um ambiente tranquilo que incentiva a exploracdo e a
deambulacéo do animal em uma arena delimitada por paredes que impedem sua
saida (SAMSON et al., 2015).

Os resultados obtidos no Campo Aberto sdo clinicamente relevantes,
coletados através de uma metodologia ndo invasiva que permite sua reaplicacéo ao
longo do estudo. Cuidados com as condigcBes ambientais e critérios de observacgéo e
manipulacdo pelo experimentador sdo fundamentais para evitar interferéncias sobre

os dados comportamentais dos animais em estudo (TATEM et al, 2014).

7

O Campo Aberto € utilizado para avaliar a progressdo de doencas, a
eficacia de farmacos e efeitos neurolégicos em uma ampla variedade de paradigmas
experimentais, como a indugcdo de lesdo cerebral e a administracdo de
psicoestimulantes. Outros fatores como estresse, ansiedade, género,
envelhecimento e fatores ambientais também podem ser analisados através do teste
de Campo Aberto (WALI et al, 2014).

A administragéo de psicoestimulantes tem sido associada ao aumento da
atividade locomotora e exploratoria, favorecendo o comportamento hiperativo em
roedores (MADUREIRA et al., 2007; RIEGEL et al., 2009). Tendo em vista a ampla
utilizacdo e confiabilidade do teste de Campo Aberto, este foi aplicado no presente
estudo para avaliar o efeito de um novo psicoestimulante utilizado no tratamento do

TDAH sobre o comportamento de ratos Wistar.
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1.4 Tratamentos Farmacoldgicos

O metilfenidato (Ritalina®) tem sido usado com eficacia no tratamento do
TDAH desde 1950, por ser eficaz na remissdo dos sintomas de desatencao,
hiperatividade e impulsividade, gerando melhorias no desempenho escolar e
académico de seus usuarios (ITABORAHY; ORTEGA, 2013). Diversos estudos
sugerem que o metilfenidato (MFD) age aumentando o nivel de dopamina
extracelular no cérebro, dando suporte para estudos pré-clinicos que mostram que o
MFD atua blogueando os transportadores de dopamina (DAT), assim como 0S
transportadores de noradrenalina (HUMPHREYS, et al., 2013).

Louza e Mattos (2007), em um estudo sobre o tratamento de adultos com
TDAH concluiu que o metilfenidato € considerado extremamente eficaz,
apresentando um perfil de seguranca considerado satisfatério, mas que depende da
adeséao do paciente ao tratamento, que é sempre de longo prazo. Entretanto, Gomes
(2006) pesquisou os efeitos da administracdo cronica de metilfenidato em ratos
jovens e identificou alteracdes nos parametros de estresse oxidativo, com aumento
da peroxidacao de lipideos no cerebelo, cortex pré-frontal, hipocampo e estriado de
animais jovens expostos cronicamente ao metilfenidato, assim como dano oxidativo

a proteinas.

Scherer (2010) também estudou os efeitos da administragdo cronica de
MFD em ratos jovens e verificou a ocorréncia de mudancas comportamentais e
neuroquimicas, com prejuizos na cognicao, aprendizagem e memadria dos animais.
O MFD promoveu alteragbes em processos cerebrais importantes para a maturagao
e desenvolvimento do SNC, como a estimulagcdo da atividade das
enzimas Na'/K* ATPase e Acetilcolinesterase (AChE) e a diminuicdo dos niveis do
fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) (relacionado ao estresse oxidativo).
Para Scherer (2010), seus achados corroboram com estudos que apontam o0s
maleficios da exposicdo do cérebro imaturo ao MFD, como: a alteracdo da
expressdo dos genes imediatos c-fos e fos-B; a ativacdo da via de sinalizacdo da
proteina cinase A no cortex pré-frontal; a predisposicao a ansiedade; e a inducdo de
persistentes alteracfes catecolaminérgicas durante o periodo de desenvolvimento
do organismo, que podem afetar os processos de sinaptogénese, gliogénese e

mielinizag&o.
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Segundo dados da ONU (2011), em 2010, foram produzidos
mundialmente 43 toneladas de psicoestimulantes. Deste total, a producdo do MFD
foi responsavel por 56%. Apesar de sua grande utilizacdo, o metilfenidato € visto
como um fraco estimulante do SNC por sua rapida metabolizacdo em &cido
ritalinico, atingindo seu pico de acdo em duas horas, com meia-vida de 1 a 3 horas
(FAGUNDES, 2007). Assim, mudancas estdo ocorrendo na forma de tratamento do
transtorno, com a insercao de psicoestimulantes de liberacdo prolongada, a fim de
obter maior durabilidade de seus efeitos. Se antes as criangas permaneciam sobre
o efeito da droga apenas durante o periodo escolar, ao longo de um ou dois anos,
atualmente muitas criancas permanecem sobre os efeitos de medicamentos de
longa-duracdo durante e apds o periodo escolar, por um periodo de tempo
indeterminado, enquanto o tratamento for avaliado como necessario ao bom
funcionamento do sujeito (CALIMAN; DOMITROVIC, 2013).

1.5 Dimesilato de Lisdexanfetamina (LDX)

O Dimesilato de Lisdexanfetamina (LDX) € um novo psicoestimulante
aprovado para uso no Brasil em 2011, cuja fracdo farmacologicamente ativa, a d-
anfetamina, & gradualmente liberada por hidrélise. Ele é vendido comercialmente
como Venvanse® e deve ser administrado por via oral, em doses de 30, 50 ou
70mg. E indicado para o tratamento do Transtorno de Déficit de Atencédo e

Hiperatividade em criancas e adultos, a partir dos 6 anos de idade.

O LDX é um pro-farmaco de d-anfetamina farmacologicamente inativo
ligado covalentemente ao aminoacido lisina (Figura 1). Ao ser hidrolisado no
intestino, a lisina (aminoacido essencial reaproveitado pelo organismo) separa-se da
d-anfetamina, que se torna ativa e promove mudancas no organismo, atingindo
concentragdes plasméticas maximas entre os primeiros 25 minutos até 3 horas apés
a sua ingestao (HUTSON; PENNICK; SECKER, 2014).
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Figura 1 - Estrutura Molecular do Dimesilato de Lisdexanfetamina (Venvanse®)
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Uma revisdo sistematica realizada por Mattos (2014) avaliou a eficacia da
LDX no tratamento de criancas e adolescentes com TDAH. Nos 31 artigos
analisados, foi verificado que seus beneficios terapéuticos sédo obtidos em até 1,5
horas apés administracéo e se estendem até 13 horas, com eficacia comparavel ou
superior a dos demais psicoestimulantes disponiveis. Para Boellner e colaboradores
(2010), a extensédo na duragéo do efeito do medicamento ao longo do dia contribui
para uma melhor adeséo e eficacia do tratamento, extinguindo a necessidade da
administracdo do medicamento durante as horas escolares. Esse fator torna-se
importante ao considerarmos que grande parte dos pacientes beneficiarios deste

tratamento esta em idade escolar.

Em seus estudos, Boellner e colaboradores (2010) analisaram 3 estudos
randomizados, duplo-cegos, de LDX em criancas e adultos, e identificaram como
eventos adversos do uso desta medicacdo: diminuicdo do apetite, insbnia, dor
abdominal superior, dor de cabeca, anorexia e boca seca, um perfil sintomatolégico

similar ao advindo da administragao de outras drogas psicoestimulantes.

Considerando o panorama atual de diagnéstico e tratamento de
transtornos como o TDAH, que favorecem a utilizacdo de farmacos por longos
periodos, e tendo em vista que o dimesilato de lisdexanfetamina € um novo
psicoestimulante com resultados promissores, sdo imprescindiveis estudos que
verifiguem os efeitos gerados a longo prazo em decorréncia de tratamentos com

este pré-farmaco, especialmente no publico infantil.

Um estudo realizado por Queiroz (2012) verificou alteracdes
neuroquimicas no corpo estriado, cortex pré-frontal e hipocampo de ratos Wistar,

com 75 dias de nascidos, apés 7 dias de tratamento com doses de 10 e 30 mg/kg de
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LDX. A pesquisa identificou fatores favoraveis ao desequilibrio oxidativo, com
decréscimos nos niveis de glutationa reduzida (GSH) e incrementos na peroxidacéo
lipidica nos grupos que receberam LDX quando comparados com grupos controles,

tratados com solugéo salina.

Decréscimos em niveis de agentes antioxidantes como a GSH
comprometem a capacidade de defesa celular e favorecem a peroxidacéao lipidica,
responsavel pelo rompimento das pontes dissulfureto dos lipidios, alterando a
integridade da célula, desestabilizando-a e podendo ocasionar a sua morte
(COLARES et al., 2016).

1.6 Estresse Oxidativo

Os Radicais Livres (RL) sdo moléculas reativas que possuem uma
guantidade impar de elétrons em suas camadas de valéncia. Sdo produzidos
principalmente pelas mitocondrias, membranas celulares e citoplasma, e
desempenham importante papel em processos celulares, como a transdugéo e
transcricdo nuclear. Fatores exdégenos como radia¢des ionizantes, metais pesados,
tabagismo e ingestdo de alcool também podem contribuir para o aumento na
producao destes radicais (BARBOSA et al, 2010).

Continuamente RL sdo produzidos para atuarem em funcfes biologicas
importantes, como a transferéncia de elétrons em reac¢des bioquimicas, geragdo de
ATP (energia) na cadeia transportadora de elétrons e atuacdo nos mecanismos de
defesa frente a processos inflamatérios. O aumento exacerbado em sua producao,
no entanto, tem efeito patogénico para o organismo, intensificando as acdes proé-
oxidantes, que atacam componentes das membranas celulares, proteinas RNA e
DNA, ocasionando mutacfes, e esta associado ao desenvolvimento de doencas
como o cancer, a aterosclerose e o0 acidente vascular cerebral (BARREIROS;
DAVID, 2006; GOTTLIEB et al, 2010).

Os RL séo instaveis e possuem grande potencial para reagir com outros

compostos, originando espécies reativas do oxigénio (EROs), como o perdxido de
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hidrogénio (H:0:), superdxido (O:) e hidroxila (OH.), e espécies reativas do
nitrogénio (ERN), como o peroxinitrito (ONOO) (VELEZ, ARIAS, 2012).

Em organismos aerdbicos, a principal utlizacdo de O: ocorre nas
mitocondrias, onde sofre reducéo tetravalente, com a aceitacdo de quatro elétrons e
formacado de agua (H:O). A enzima citocromo oxidase é a catalizadora da reacdo e
atua no controle da geracao de radicais livres, de modo a impedir sua excessiva
producado. Do oxigénio metabolizado nas mitocondrias, cerca de 2% a 5% é reduzido
de forma univalente dando origem as EROs. O radical superdxido é originado pela
adicdo de um elétron a uma molécula de oxigénio (O:) em estado fundamental e é o
ponto de partida para a formacdo das demais EROs (Figura 2). O peroxido de
hidrogénio (H-0O-) é fruto da dismutase espontanea ou enzimatica de O:, que por sua
vez produz o radical hidroxila (OH«) na presenca de ions de metais de transicao,
como o ferro (Fe2) e o cobre (Cu) (GANDRA et al, 2006; MAGLIARO et al, 2009).

Figura 2 — Formacédo mitocondrial de Espécies reativas do oxigénio.

Radical anion superéxido O2+€ — O2e
Peroxido de hidrogénio 202 + 2H + — H202
Radical hidroxila Fe2/Cu + H202 — OHe + OH™ + Fe3/Cu?

Fonte: Arquivo pessoal da autora.

Embora o H:0: ndo seja um RL por ndo apresentar elétron
desemparelhado em sua ultima camada de valéncia, possui elevado poder reativo,
participando da producédo de OHe, 0 mais reativo dos radicais, com potencial agao
deletéria sobre a estrutura de células circunvizinhas. O H:0: é capaz de ultrapassar
as barreiras da membrana celular e gerar efeitos toxicos em seu interior (VINCENT
et al, 2007).

A molécula de oxigénio (O:) também participa de reag6es com outros RL,

como o 6xido nitrico (NO-), gerando espécies reativas de nitrogénio (ERN), dentre
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elas, o peroxinitrito (ONOO), que pode causar dano a estrutura da célula, alterando
sua funcionalidade. O NO- atua como neurotransmissor no SNC e periférico, mas a
elevacdo em sua concentracdo pode gerar acdo neurotoxica, induzindo a apoptose
das células neuronais, o que favorece o estresse oxidativo e o aparecimento de
guadros patolégicos como a isquemis cerebral, neurodegeneracdo e inflamacéao
(MAITI, ILAVAZHAGAN, 2010).

O estresse oxidativo € definido como um quadro de dano ao organismo
ocasionado por um persistente desequilibrio entre a producao de radicais livres (RL)
e especies reativas (EROs e ERNS) e a atuagdo das defesas antioxidantes (Figura
3). A principal funcdo do sistema de defesa antioxidante € a manutencdo dos
fatores pro-oxidantes em limites que asseguram o bem-estar fisiologico e que séo
passiveis de regulacéo, inibindo o excesso em sua produgcao e consequentes danos
sistémicos irreparaveis (BARBOSA et al, 2010; COLARES et al., 2016)

Figura 3 - Estresse Oxidativo

DEFESAS
ANTIOXIDANTES

FATORES
PRO-OXIDANTES

Fonte: Arquivo pessoal da autora.
Legenda: llustracé@o representativa do desequilibrio entre as defesas antioxidantes e os fatores pro-

oxidantes caracteristico de um quadro de Estresse oxidativo.

O sistema de defesa antioxidante é formado por componentes end6genos
e exogenos. Os antioxidantes enddgenos sdo compostos de defesa que podem
possuir acdo enzimatica, como a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a
glutationa peroxidase (GPx), ou ndo enzimatica, como a glutationa reduzida (GSH),
melatonina e a coezima Q (Q10) (GOTTLIEB et al., 2010; COLARES et al., 2016).
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Os antioxidantes exdégenos podem ser obtidos por meio de uma dieta
alimentar rica em vitaminas e minerais, contribuindo para a modulacdo do processo
de estresse oxidativo ao atuar de forma positiva sobre biomarcadores especificos,
como o malonildialdeido e o isoprostanos, relacionados a oxidacdo de lipideos.
Através da atuacao destas moléculas antioxidantes ocorre a inativagdo ou a reducao
na formacao de RLs, EROs e ERNs (BARBOSA et al., 2010).

O aumento desordenado de RLs e espécies reativas aliado a diminuicédo
na producao e eficacia das defesas antioxidantes provocam um grave desequilibrio
no organismo, levando a ocorréncia do estresse oxidativo, responsavel pela
degradacdo da membrana, disfuncdo celular e consequente apoptose (EGER,
2016).

Os efeitos deletérios do estresse oxidativo sobre o delicado
funcionamento  neuronal apresentam alta correlagdo com  doencas
neurodegenerativas, convulsdes, disturbios do humor, déficits cognitivos e quadros
sintomatolégicos de doencas crbnicas, como as doencas cardiovasculares, a
obesidade, a aterosclerose e a hipertensdo, além de estar associada a muitos
componentes da sindrome metabdlica (SM), como a resisténcia a insulina, aumentos
dos lipideos e de marcadores inflamatoérios, assim como a disfuncdo endotelial
(GOTTLIEB et al, 2010; BARBOSA et al, 2010).

O metilfenidato, usado com eficacia no tratamento do TDAH ha mais de
50 anos, vem sendo estudado a fim de elucidar o efeito de seu consumo sobre o
funcionamento do organismo, especialmente a nivel neuroquimico. Achados
apontam alteracGes nos parametros de estresse oxidativo em animais jovens
expostos cronicamente a este medicamento (SCHERER, 2010), sinalizando o
potencial dano induzido por sua administragcdo crbnica ao funcionamento e

maturacdo do SNC.

A LDX foi inserida recentemente no mercado e alguns estudos verificaram
alteracOes nos padrées neuroquimicos do SNC, com fatores favoraveis a ocorréncia
de estresse oxidativo (RIEGEL, 2009; QUEIROZ, 2012.; EGER, 2016). Estudos

longitudinais, nos entanto, s&0 escassos.
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Desta forma, o presente estudo se prop6s a investigar a repercussao da
administracdo da LDX em ratos jovens, com 21 dias de nascidos, sobre a atividade
locomotora e padrdes neuroquimicos em sua fase adulta. Estudos desta natureza
séo de grande importancia para verificar o perfil de seguranca da LDX a longo prazo,
tendo em vista o atual panorama de diagnéstico e tratamento de transtornos como o
TDAH e a utilizacdo de farmacos por longos periodos, em especial pelo publico

infantil.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito do tratamento com Lisdexanfetamina no

neurodesenvolvimento e sua repercussao na fase adulta.

2.2 Objetivos especificos

v Investigar as mudangas comportamentais ocorridas durante o

tratamento com Lisdexanfetamina.

v' Realizar comparacdes entre o padrdo de comportamento de ratos
Wistar no 10° dia de tratamento com LDX e no 30° dia apds o término da

administragao da droga.

v Analisar a repercussdo do tratamento com Lisdexanfetamina sobre a
fase adulta de ratos Wistar com 60 dias de nascidos através da andlise de
parametros pro-oxidantes e antioxidantes, por meio da mensuracdo da
peroxidacado lipidica, dos teores de nitrito/nitrato e dos niveis de GSH, em

cortex pré-frontal, hipocampo e nucleos da base.
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3. METODOLOGIA

3.1Animais:

Para a realizagdo do presente estudo, foram utlizados ratos Wistar
machos, com 21 dias de nascidos, fornecidos pelo Biotério da Faculdade de
Medicina da UFC — Campus Sobral. Os animais foram colocados em caixas de
polipropileno com no maximo 8 animais, sob condi¢des especificas de biotério, com
temperatura constante (24° + 1 ), submetidos a um ciclo de claro/escuro de 12 em

12 horas, recebendo ragéo padrao e agua a vontade (Figura 4).

Figura 4 - Ratos Wistar ao 21° dia de nascidos

Fonte: Arquivo pessoal da autora.
Legenda: Ratos Wistar machos com 21 dias de nascidos em caixa de polipropileno.

Os experimentos seguiram as normas do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e esforcos foram feitos para minimizar o
sofrimento dos animais. A pesquisa foi aprovada pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceard - UFC, com protocolo n°
21/2015.
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3.2 Delineamento Experimental:

Aos 21 dias de nascidos (periodo correspondente a infancia) os ratos
foram submetidos ao Teste de Campo aberto para andlise da atividade de
locomocdo e exploracdo, segundo a metodologia descrita por Piazza e
colaboradores (1989), na qual os mais ativos, denominados alto exploradores, séo
selecionados para a composicdo do grupo experimental, visto que, animais alto-
exploradores, assim como 0s humanos mais ativos, estdo mais propensos a
receberem o diagnostico de TDAH. Os animais com menor atividade motora, 0s
baixo exploradores, foram alocados para o0 grupo controle. Esta estratégia de
sele¢do com base na resposta locomotora em um ambiente novo é parametro para

medir o comportamento exploratério e a busca por novidades (KABBAJ et al., 2000).

Tabela 1. Divisdo dos animais em baixo ou alto exploradores com base na atividade

exploratéria.

GRUPO CONTROLE — BAIXO EXPLORADORES

Animais Cruzamentos Rearing Total
Animal 1 45 26 71
Animal 2 49 21 70
Animal 3 38 17 55
Animal 4 37 17 54
Animal 5 33 22 55
Animal 6 45 24 69
Animal 7 39 33 72
Animal 8 51 19 70

GRUPO EXPERIMENTAL — ALTO EXPLORADORES

Animais Cruzamentos Rearing Total
Animal 1 54 28 82
Animal 2 64 36 100
Animal 3 53 41 94
Animal 4 54 34 88
Animal 5 70 60 130
Animal 6 49 32 81
Animal 7 41 40 81
Animal 8 68 27 95

Animal 9 47 34 81
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Animal 10 61 49 110
Animal 11 72 24 96
Animal 12 53 39 92
Animal 13 50 30 80
Animal 14 59 32 91
Animal 15 51 39 90
Animal 16 59 34 93

ApoGs a realizacdo do Teste de Campo Aberto e formagdo dos grupos
experimental e controle (Tabela 1), os animais foram tratados com dimesilato de
lisdexanfetamina (Venvanse®) e solucdo salina, respectivamente, ao longo de 10
dias, ou seja, do 21° ao 30° dia de nascidos, mimetizando o protocolo de tratamento
do TDAH em humanos, que geralmente ocorre por volta dos seis aos catorze anos

de idade. A via de administracao utilizada foi a gavagem.

O grupo experimental foi subdividido em dois grupos. O primeiro grupo
recebeu 2mg/kg de Venvanse, que corresponde a 1,15 mg de D-anfetamina base,
segundo a metodologia de Reagan-shaw e colaboradores (2007), e representa a
dose clinica diaria mais baixa indicada para o tratamento do TDAH (30mg/dia) em
humanos. O segundo grupo recebeu a dose clinica diaria mais alta (70mg/dia), ou
seja, bmg/kg de Venvanse, correspondente a 3,39 mg de D-anfetamina base. Os
célculos realizados para adequar as concentracdes de Venvanse administrada a
ratos aos valores administrados em humanos estéo descritos no Apéndice A.

No ultimo dia de tratamento, quando os animais completaram 30 dias de
nascidos, foram submetidos ao Teste de Campo Aberto uma hora (60 minutos) apés
a administragdo da droga. Nos 30 dias seguintes ndo houve tratamento ou

procedimento experimental.

Ao completarem 60 dias de nascidos (periodo correspondente a fase
adulta), os ratos foram novamente avaliados no Teste de Campo Aberto e
sacrificados, decapitados em guilhotina. Suas areas cerebrais (Cortex pré-frontal,
Hipocampo e Nucleos da base) foram imediatamente dissecadas sobre o gelo,
colocados em papel aluminio, pesados e armazenados em baixa temperatura (- 80°)
até a realizacdo dos testes neuroquimicos, nos quais foram avaliados os niveis de

estresse oxidativo por meio da determinacdo da concentracdo de nitrito/nitrato, da
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producdo de substancias é&cidas reativas ao Acido Tiobarbitirico e através da

analise dos niveis de Glutationa Reduzida (GSH) (Figura 5).

Figura 5 - Delineamento Experimental do tratamento com LDX em ratos.

21° dia de nascido 30° dia de nascido 60° dia de nascido
TRATAMENTO TESTES NEUROQUIMICOS
Inicio do tratamento Ultimo dia de tratamento Teste Comportamental
com D-anfetamina com D-anfetamina Dissecacéo das areas cerebrais
Teste Comportamental Teste Comportamental

3.3 Teste de Campo Aberto

O Teste do Campo Aberto é baseado na metodologia de Sielgel (1946),
validada por Archer (1973). O Teste € realizado em uma arena com paredes que
isolam o ambiente e impedem a saida do animal. A arena tem seu assoalho dividido
em pequenos quadrantes a fim de possibilitar a analise e quantificacdo da atividade
locomotora do animal (Figura 6).

Em um ambiente escuro e sem a interferéncia de estimulos sonoros e
luminosos, o animal € colocado no centro do campo e observado durante 5 minutos,
com o auxilio de uma luz vermelha que permite a visdo apenas do observador, que

registra os comportamentos descritos na tabela 2 e ilustrados na figura 7.



Figura 6 - Caixa de madeira utilizada para a realizacdo do Teste do Campo Aberto.

RO RO,

Fonte: http://www.scienlabor.com.br

Tabela 2. Definicdo dos comportamentos observados no Teste do Campo Aberto
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Comportamentos Descricédo

Cruzamento Cruzar uma das linhas dos quadrantes com as

quatro patas

Rearing Erguer o corpo sobre as patas traseiras

Grooming Comportamento de auto-limpeza
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Figura 7 - Teste de Campo Aberto em ratos.

A) B) ©)

Fonte: Arquivo pessoal da autora.
Legenda: llustracBes dos comportamentos observados no Teste de Campo Aberto. A) Nimero de

Cruzamentos; B) Rearing; C) Grooming.

3.4 Determinagido da producdo de substancias &acidas reativas ao Acido
Tiobarbitarico (TBARS)

Para verificar a reacdo do malonildialdeido, originario do processo
oxidativo, com o &cido tio barbitdrico, foi preparado o tampao fosfato, 150nM, e
colocou-se 250ul do homogenato 10% no eppendorf. Em seguida, o homogenato foi
colocado em banho-maria, a 37°C, durante 1 hora. Precipitou-se o preparo com
400ul de acido perclérico 35% e centrifugou-se a 14000rpm, durante 15 minutos,

com temperatura de 4°C.

O sobrenadante foi transferido para outro eppendorf, onde foi adicionado
200ul de é&cido tiobarbiturico 1,2%. A solugdo foi colocada em banho-maria, na
temperatura de 95-100°C por 30 minutos e, apés esfriar, realizou-se a leitura no

espectrofotdmetro a 532nm.
3.5 Determinagéo da concentragdo de Nitrito/Nitrato
Para determinar a producdo de Nitrito/Nitrato foi preparado uma curva

padréo, através da pesagem de 6,9 mg de NaNO:2 dissolvido logo em seguida em 10

mL de agua destilada. Foram feitas diluicdes em série (10 e 20x), deixando 1 Mm,
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100 pM, 10 uM, 5 uM, 2,5 uM, 1,25 uM, 0,625 uM, 0,312 pM, e realizou-se a
equacdo da reta para o calculo das concentracfes do teste.

Foram preparados homogenatos de cada area cerebral a 10% (p/v) em
solucao de fosfato de potassio 150 Nm, com Ph 7,4. Apos centrifugagéo (110009 por
15 minutos, a 4°C), foram coletados os sobrenadantes e a producao de 6xido nitrico
(NO) foi determinada pela reacdo de Griess. Por meio de uma aliquota de 10 pL do
sobrenadante, incubada com 100 pL do reagente de Griess a temperatura ambiente
por 10 minutos, a absorbancia foi medida em espectrofotbmetro a 540 nm. A curva
padrdo de NaNOz2 foi utilizada para determinar a concentracao de Nitrito.

3.6 Determinacao da Glutationa Reduzida (GSH)

As defesas enddgenas que atuam contra o estresse oxidativo foram
avaliadas através da mensuracéo dos niveis de GSH. As areas cerebrais coletadas
foram homogeneizadas em tampéo de 0,02 M de EDTA (10% p/v) e adicionadas a
uma solucdo de acido tricloroacético a 50%. Em seguida, o homogeneizado foi
centrifugado (3000 rpm/ 15 min), o sobrenadante foi colocado em um eppendorf e
misturado a 0,4 M de tampao tris-HCI, pH 8,9 e 0,01 de DTNB. A determinagao dos
niveis de GSH foi realizada em um espectrofotbmetro a 412nm e os resultados

foram expressos em mcg/g de tecido.

3.7 Andlise Estatistica

Os dados obtidos no presente estudo foram organizados em planilhas,
utilizando o programa Microsoft Excell 2010 e posteriormente foram analisados no
software GraphPad Prism versao 5.0 para Windows (GraphPad Software, San
Diego, CA., EUA).

Os resultados obtidos nos estudos comportamentais foram expressos em
média £+ EPM (erro padrdo da meédia) da atividade locomotora (numero de
cruzamentos, rearings e groomings) dos animais submetidos ao teste de campo
aberto. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido do pos-teste de
Bonferroni.

A analise dos resultados obtidos no estudo neuroquimico foi expressa em

média £+ EPM (erro padrdo da média) utilizando ANOVA seguido do poés-teste de
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Bonferroni. Em todas as andlises, os dados foram considerados estatisticamente

significativos com intervalos de confianca de p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Estudo comportamental

4.1.1 Anélise do numero de Cruzamentos realizados por ratos Wistar no Teste

de Campo Aberto apés 10 dias de tratamento com LDX.

Apo6s a administracdo de LDX nas doses de 2mg/kg e 5mg/kg durante os
10 dias de tratamento, os animais foram submetidos ao teste de Campo aberto no
10° dia, uma hora apds a administracdo da droga, para observacao e quantificacao
de sua atividade locomotora expressa através do numero de cruzamentos realizados

pelo animal.

A figura 8 mostra um percentual de deslocamento (96,22%) maior no
grupo tratado com 5mg/kg de LDX (45,13 + 9,39), quando comparado com 0 grupo
controle (23,0 £ 9,52), tratado com solucéo salina. Nao houve diferenca significativa
no namero de cruzamentos realizados pelo grupo tratado com LDX na dose menor

(33,88 + 8,51) em relagc&o ao grupo controle.
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Figura 8 - Efeito da LDX (2 e 5 mg/kg) sobre o Niamero de Cruzamentos no teste de Campo

Aberto uma hora (60 minutos) apds a administracdo da droga no 10° dia de tratamento.
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Os valores representam a média + EPM (n=8) da atividade locomotora dos ratos expressa pelo
Nimero de Cruzamentos realizados. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido de pOs-

teste de Bonferroni. Valor significativo quando comparados ao controle (*** p<0,001).
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4.1.2 Anélise do numero de Rearings realizados por ratos Wistar no Teste de

Campo Aberto ap6s 10 dias de tratamento com LDX.

Ao serem submetidos ao teste de Campo Aberto uma hora apds a
administracdo de LDX nas doses de 2mg/kg e 5mg/kg durante 10 dias de
tratamento, os animais foram submetidos ao teste de Campo aberto para
guantificacdo de sua atividade motora expressa através do numero de rearings

realizados pelo animal.

O grupo que recebeu a maior dose de LDX (5 mg/kg) (31,86 = 9,97)
apresentou maior numero de rearing durante os 5 minutos de teste quando
comparado com o grupo controle (16,86 + 6,26) e 0 grupo que recebeu uma dose
menor de LDX (2mg/kg) (20,29 + 3,99), conforme demonstrado na figura 9. Os
valores relativos ao grupo experimental de 5mg/kg foram significativos quando
comparados com o grupo controle e com o grupo de 2mg/kg (**p<0,01 e *p<0,05,

respectivamente).
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Figura 9 - Efeito da LDX (2 e 5 mg/kg) sobre o Numero de Rearings no teste de Campo Aberto

uma hora (60 minutos) apés a administracdo da droga no 10° dia de tratamento.
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Os valores representam a média + EPM (n=7) da atividade locomotora dos ratos expressa pelo
Ndmero de Rearings realizados. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido de pds-teste de

Bonferroni. Valores significativos comparados ao controle (** p<0,01).
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4.1.3 Anélise do numero de Groomings realizados por ratos Wistar no Teste

de Campo Aberto apés 10 dias de tratamento com LDX.

Ao serem submetidos ao teste de Campo Aberto uma hora apds a
administracdo de LDX nas doses de 2mg/kg e 5mg/kg durante 10 dias de
tratamento, os animais foram submetidos ao teste de Campo aberto para
guantificacdo de sua atividade motora expressa através do namero de groomings

realizados pelo animal.

O grupo que recebeu a maior dose de LDX (5 mg/kg) (7,8 + 2,49)
apresentou maior namero de groomings durante os 5 minutos de teste quando
comparado com o grupo controle (3 £ 1,87) e o grupo que recebeu uma dose menor
de LDX (2mg/kg) (6,6 = 2,41).), conforme demonstrado na figura 10. Os valores
relativos ao grupo experimental de 5mg/kg foram significativos quando comparados

com o grupo controle (*p<0,05).
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Figura 10 - Efeito da LDX (2 e 5 mg/kg) sobre o Nimero de Groomings no teste de Campo

Aberto uma hora (60 minutos) apés a administracdo da droga no 10° dia de tratamento.
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Os valores representam a média £+ EPM (n=6) do Nimero de Groomings realizados pelos animais dos
grupos experimentais e controle. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido de pés-teste de

Bonferroni. Valores significativos comparados ao controle (*p<0,05).
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4.1.4 Anélise do numero de Cruzamentos realizados por ratos Wistar 30 dias

apos o término do tratamento com LDX.

Os grupos experimentais tratados com dose maxima e minima e 0 grupo
controle foram submetidos novamente ao teste de Campo Aberto no 30° dia apds o
término do tratamento de 10 dias com LDX. A atividade locomotora expressa atraves
do Numero de cruzamentos realizados pelo animal na arena experimental foi

observada e quantificada ao longo de 5 minutos.

A figura 11 demonstra uma atividade locomotora aumentada em 98.88%
no grupo tratado com 5mg/kg (44,75 £ 19,08) de LDX quando comparado com 0
grupo controle (22,5 £ 6,99), tratado com solugéo salina, O grupo que recebeu a
menor dose (30,88 + 4,85) ndo apresentou diferencas significativas ao ser

comparado com o grupo controle e com o grupo de dose maior.
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Figura 11 - Efeito da LDX (2 e 5 mg/kg) no 30° dia poOs-tratamento sobre o Numero de

Cruzamentos no teste de Campo Aberto.
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Os valores representam a média + EPM (n=8) da atividade locomotora dos ratos expressa pelo
Numero de Cruzamentos realizados. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido de pés-

teste de Bonferroni. Valores significativos comparados ao controle (** p<0,01).
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4.1.5 Anélise do numero de Rearings realizados por ratos Wistar 30 dias apés

o término do tratamento com LDX.

Decorridos 30 dias do término do tratamento com LDX, 0s grupos
experimentais e o grupo controle foram reavaliados no teste de Campo Aberto. O
namero de rearing realizado por cada animal foi quantificado ao longo de 5 minutos

para avaliacdo da atividade motora.

Os grupos que receberam a LDX nas doses de 2 e 5 mglkg,
apresentaram aumento do comportamento de rearing em cerca de 56,41 e 58,42%
respectivamente, quando comparado ao grupo controle (14,43 = 2,30) (**p<0,01).
N&o houve diferenca significativa entre a dose maior (22,86 + 3,93) e a dose menor
(22,57 £ 5,71) (Figura 12).
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Figura 12 - Efeito da LDX (2 e 5 mg/kg) no 30° dia pds-tratamento sobre o Nimero de Rearings

no teste de Campo Aberto.
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Os valores representam a média + EPM (n=7) da atividade locomotora dos ratos expressa pelo
Namero de rearings realizados. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido de pos-teste de

Bonferroni. Valores significativos comparados ao controle (** p<0,01).
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4.1.6 Anélise do numero de Groomings realizados por ratos Wistar 30 dias

apos o término do tratamento com LDX.

Decorridos 30 dias do término do tratamento com LDX, os grupos
experimentais e o grupo controle foram reavaliados no teste de Campo Aberto. O
namero de grooming realizado por cada animal foi quantificado ao longo de 5

minutos.

Os grupos que receberam a LDX nas doses de 2 e 5 mglkg,
apresentaram aumento do comportamento de grooming em cerca de 106 e 107,30%
respectivamente, quando comparado ao grupo controle (2,33 = 1,5) (*p<0,05). Nao
houve diferenca significativa entre a dose maior (4,83 £ 1,94) e a dose menor (4,8 +
1,17) (Figura 13).
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Figura 13. - Efeito da LDX (2 e 5 mg/kg) no 30° dia pés-tratamento sobre o NUumero de

Groomings no teste de Campo Aberto.
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Os valores representam a média £+ EPM (n=6) do Nimero de Groomings realizados pelos animais dos
grupos experimentais e controle. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido de pds-teste de

Bonferroni. Valores significativos comparados ao controle (*p<0,05).
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4.1.7 Anédlise das alterac6es comportamentais em ratos Wistar 30 dias ap0s o

término do tratamento com LDX.

Os dados comportamentais de numero de cruzamentos, rearing e
grooming realizados por ratos Wistar 30 dias ap6s o termino do tratamento, revelam
aumento da atividade motora exploratoria e de comportamentos de limpeza nos
grupos que receberam a maior dose (5 mg/kg) de LDX em 98,88 , 58,42 e 107,30%,

respectivamente, conforme demonstra a Tabela 3.

Tabela 3. Efeito da LDX (2 e 5 mg/kg) no 30° dia pds-tratamento sobre o comportamento de
ratos wistar no teste de Campo Aberto.

Grupo Cruzamentos Rearing Grooming
Controle 22,5+ 6,99 14,43 + 2,30 2,33+15
2 mg/kg 30,88 + 4,85 22,57 +5,71 48+1,17
5 mg/kg 44,75 + 19,08** 22,86 + 3,93** 4,83 + 1,94*

Os valores representam a média + EPM (n=6-8) do comportamento dos animais dos grupos
experimentais e controle. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido de pdés-teste de

Bonferroni. Valores significativos para a dose maior comparada ao controle (*p<0,05; **p<0,01).
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4.2 Estudos Neuroquimicos

4.2.1 Efeitos da administracdo da LDX em substancias reativas ao
tiobarbiturico (TBARS).

No cortex pré-frontal os teores de MDA demonstraram aumento de
aproximadamente 70,80 e 99,98% na peroxidacao lipidica nas duas doses (2mg/kg
e 5mg/kg, respectivamente) de LDX, com valores significativos para ambas quando
comparadas com o grupo controle (controle: 4926,46 + 471,76; 2mg/kg: 8414,50 +
2437,96, *p<0,05; 5mg/kg: 9852,12 + 2176,22, **p<0,01) (Figura 14).

No Hipocampo, também foi verificado uma elevagdo da acdo da
peroxidacao lipidica. Foi observado aumento em cerca de 69,03% no grupo tratado
com a maior dose de LDX (5 mg/kg) (**p<0,01) quando comparado com 0 grupo
controle (controle: 3843,98 + 1526,38; 2mg/kg: 5584,83 + 1304,98; 5mg/kg: 6497,68
+ 843,42) (Figura 15).

Por fim, os Nucleos da Base apresentaram aumento nos teores de MDA
em cerca de 71,25% nos animais tratados com 5 mg/kg de LDX, quando comparado
com o grupo controle (controle: 5481,97 + 843,92; 2mg/kg: 6473,95 + 1505,89,
**p<0,01; 5mg/kg: 9387,75 + 1571,05, **p<0,001) (Figura 16).

Nas trés areas cerebrais analisadas observou-se 0 aumento da
peroxidacdo lipidica na dose de 5mg/kg, favorecendo um quadro de estresse

oxidativo.
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Figura 14 - Teores de MDA (marcador de peroxidacao lipidica) no Cértex Pré-frontal de ratos

no 30° dia pos-tratamento com LDX (2 e 5 mg/kg).
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Os valores representam a média + EPM (n=8). Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguida

de pdés-teste de Bonferroni. Valores significativos comparados ao controle (*p<0,05; **p<0,01).
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Figura 15 - Teores de MDA (marcador de peroxidagao lipidica) no Hipocampo de ratos no 30°
dia pdés-tratamento com LDX (2 e 5 mg/kg).
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Os valores representam a média + EPM (n=8). Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida
de pdés-teste de Bonferroni. Valores significativos comparados ao controle (**p<0,01).
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Figura 16 - Teores de MDA (marcador de peroxidacéo lipidica) nos Nicleos da Base de ratos

no 30° dia pos-tratamento com LDX (2 e 5 mg/kg).
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Os valores representam a média + EPM (n=8). Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida
de pdés-teste de Bonferroni. Valores significativos comparados com o grupo de maior dose e com o

controle, respectivamente (**p<0,01; ***p<0,001).
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4.2.2 Efeitos da administracdo da LDX sobre as concentragcbes de
Nitrito/Nitrato.

Os resultados revelam elevacao da concentracdo de nitrito/nitrato nos
Nucleos da Base nas doses de 2mg/kg e 5mg/kg de LDX, respectivamente, com
valores significativos para a maior dose (5mg/kg) quando comparada ao grupo
controle (controle: 0,044 + 0,007; 2mg/kg: 0,098 + 0,045; 5mg/kg: 0,131 £ 0,044,
**p<0,001) (Figura 17).

Em Cortex Pré-frontal (Figura 18) e Hipocampo (Figura 19) ndo houveram
alteracOes significativas quando comparadas ao controle ou entre as doses
administradas. Desta forma, observou-se significativa elevagdo na concentracéo de
nitrito/nitrato apenas nos Nuicleos da Base com a dose de 5mg/kg, quando

comparada com o grupo controle.
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Figura 17 - Efeitos da LDX (2 e 5 mg/kg) no 30° dia pés-tratamento sobre os niveis de

Nitrito/Nitrato em Nucleos da Base.
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Os valores representam a média + EPM (n=6). Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida

de pés-teste de Bonferroni. Valores significativos comparados ao controle (**p<0,01).
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Figura 18 - Efeitos da LDX (2 e 5 mg/kg) no 30° dia pds-tratamento sobre os niveis de

Nitrito/Nitrato no Cértex Pré-Frontal.
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Os valores representam a média + EPM (n=6). Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida

de pos-teste de Bonferroni.
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Figura 19 - Efeitos da LDX (2 e 5 mg/kg) no 30° dia pds-tratamento sobre os niveis de

Nitrito/Nitrato no Hipocampo.
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Os valores representam a média + EPM (n=6). Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguida

de pdés-teste de Bonferroni.
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4.2.3 Efeitos da administracdo da LDX sobre os niveis de Glutationa Reduzida
(GSH).

No Cortex Pré-frontal houve um decréscimo nos niveis de GSH de
aproximadamente 48,62% e 57,31% nas doses de 2mg/kg e 5mg/kg de LDX,
respectivamente, com valores significativos para ambas quando comparadas com o
grupo controle (controle: 492,43 + 62,21; 2mg/kg: 253,01 + 37,19, ***p<0,001,
5mg/kg: 210,21 + 20,16, **p<0,001) (Figura 20).

No Hipocampo, também foi verificado decréscimos nos niveis de GSH.
Foi observada diminuicdo em cerca de 47,09% no grupo tratado com a maior dose
de LDX (5 mg/kg) (***p<0,001) quando comparado com o grupo controle (controle:
454,33 + 52,30; 2mg/kg: 263,38 + 54,68; 5mg/kg: 240,38 + 46,87) (Figura 21).

Por fim, os Nucleos da Base tiveram decréscimos nos niveis de GSH em
cerca de 46,12% nos animais tratados com 5 mg/kg de LDX, quando comparado
com o grupo controle (controle: 407,55 * 55,85; 2mg/kg: 248,88 + 43,03, ***p<0,001;
5mg/kg: 219,58 + 28,97, ***p<0,001) (Figura 22).

Nas trés &reas cerebrais analisadas observou-se um decréscimo
significativo nos niveis de GSH na dose de 5mg/kg quando comparado com o

controle.
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Figura 20 - Efeitos da LDX (2 e 5 mg/kg) no 30° dia pdés-tratamento sobre os niveis de

Glutationa Reduzida (GSH) no Cdértex Pré-Frontal.
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Os valores representam a média + EPM (n=8). Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguida

de pos-teste de Bonferroni. Valores significativos comparados ao controle (***p<0,001).
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Figura 21 - Efeitos da LDX (2 e 5 mg/kg) no 30° dia pds-tratamento sobre os niveis de
Glutationa Reduzida (GSH) no Hipocampo.
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Os valores representam a média + EPM (n=8). Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguida

de pés-teste de Bonferroni. Valores significativos comparados ao controle (***p<0,001).
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Figura 22 - Efeitos da LDX (2 e 5 mg/kg) no 30° dia pds-tratamento sobre os niveis de

Glutationa Reduzida (GSH) nos Nucleos da Base.
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Os valores representam a média + EPM (n=8). Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida

de pos-teste de Bonferroni. Valores significativos comparados ao controle (***p<0,001).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo verificou o efeito da administracdo da LDX no
organismo analisando as mudancas comportamentais em ratos Wistar tratados por
via oral, durante 10 dias, utilizando as doses 2 mg e 5mg/kg de LDX equivalentes,
segundo os calculos de extrapolacdo de dose humanos/animais descritos por
Reagan-shaw e colaboradores (2007), as doses minima e maxima (30mg e 70
mg/dia, respectivamente) recomendadas para o tratamento dos sintomas do TDAH
em humanos. Os resultados demonstraram aumento significativo na atividade
locomotora e exploratdria (nimero de cruzamentos e rearings) dos animais que

receberam a maior dose de LDX.

Estudos realizados por Queiroz (2012) e Eger e colaboradores (2016)
corroboram com os achados desta pesquisa, ao verificarem um aumento na
frequéncia locomotora em ratos tratados por via oral com LDX nas doses de 10 e
30mg/kg durante 7 dias. Hutson e colaboradores (2014) realizaram um tratamento
com LDX por um periodo de 60 dias, e também observaram o aumento na atividade
locomotora dos animais. Segundo 0s pesquisadores, estas mudancgas

comportamentais sdo condizentes com a a¢ao de estimulantes sobre o organismo.

A repetida administracdo de D-anfetamina tem sido associada ao
comportamento hiperativo em roedores. Este quadro de euforia esta relacionado a
liberacdo de dopamina (RIEGEL, et al., 2009). Enquanto o descontrole da atividade

dopaminérgica esta relacionado a hiperatividade, baixos niveis de dopamina
favorecem a desatencdo (MADUREIRA, et al,, 2007).

As anfetaminas atuam predominante sobre o sistema nervoso central,
gerando a liberacédo de dopamina e outros neurotransmissores, COmo a serotonina, a
noradrenalina, e inibindo a sua recaptagdo no terminal axénico pré-sinaptico. Este
mecanismo de acdo é responsavel por seus efeitos farmacolédgicos, assim como por
sua acao toxica sobre o organismo (GOODMAN; GILMAN, 2010). Desta forma, a
repetida administracdo de LDX, um derivado anfetaminico, favorece a liberacéo de

dopamina no espaco sinaptico e ocasiona, assim como os demais estimulantes,
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estimulacdo locomotora, euforia e excitagdo, podendo gerar também

comportamentos estereotipados (MARCON, et al., 2012).

Os dados obtidos nos testes comportamentais com ratos na idade adulta
(60 dias de nascidos) demonstram que os animais tratados com LDX permanecem
com atividade locomotora (horizontal e vertical) aumentada quando comparados
com o grupo controle, mesmo apos 30 dias sem a ingestdo do farmaco (Tabela 3).
Estes resultados sugerem que as alteracdes nos niveis de dopamina relacionadas
ao aumento da atividade de locomocdo nos ratos jovens que receberam o
tratamento com LDX durante 10 dias, permanecem atuando sobre o comportamento

do animal na fase adulta, mesmo apdés a interrupcao do tratamento.

Além do aumento na atividade comportamental de rearing e nimeros de
cruzamentos, que sdo parametros para a avaliacdo da atividade exploratéria vertical
e horizontal, respectivamente, os resultados do presente estudo revelam também a
elevacdo na frequéncia de comportamentos de grooming (auto-limpeza), conforme
demonstrado na figura 13. Estudos apontam que a neurotransmissdo dopaminérgica
também esta relacionada a expressao do comportamento de grooming (SERAFIM,;
FELICIO, 2001).

Os comportamentos de limpeza estdo presentes em diversas espécies de
animais e, embora possam ser modulados por Varios neurotransmissores, a
dopamina esta particularmente envolvida em sua modulacdo. Estudos indicam que
lesbes em regides ricas em receptores dopaminérgicos podem alterar a expressao
do comportamento de limpeza, ou seja, este se encontra sob a influéncia de fatores
endocrinos (SERAFIM; FELICIO, 2001).

Um estudo realizado por Lima (2005) verificou a reducdo no
comportamento de grooming em roedores no teste de campo aberto mediante a
reducdo da dopamina na regido do cértex motor, por meio da administracdo de uma
droga ansiolitica. Receptores dopaminérgicos desempenham, portanto, um
importante papel em funcées motoras como locomocao, rearing, catalepsia, sniffing
e grooming em roedores. Agonistas favorecem o aumento da funcdo dopaminérgica,

aumentando a atividade motora, como o0 agonista do receptor D1, SKF-38393, que
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aumenta o grooming e o sniffing em ratos, enquanto antagonistas desempenham
efeito oposto (JACKSON; WESTLIND-DANIELSSON, 1994; LIMA, 2005).

A administracao repetida de LDX é responsavel, além da inducdo da
atividade locomotora, pelo aumento do dano oxidativo lipidico e protéico em areas
cerebrais (RIEGEL, 2009). Queir6z (2012) verificou o teor de MDA (principal espécie
reativa ao acido tiobarbitarico) nas areas do cérebro (CPF, HC, CE) estudadas em
sua pesquisa, e encontrou um aumento significativo da peroxidacéo lipidica nos
grupos tratados com LDX quando comparados com o grupo controle. Os
incrementos na peroxidacéo lipidica (fator pro-oxidante) e decréscimos nos niveis de
GSH (fator anti-oxidante) obtidos nos testes neuroquimicos, segundo a
pesquisadora, ocasionaram um desequilibrio oxidativo intimamente relacionado a

presenca da dopamina.

Os dados obtidos no presente estudo corroboram com os estudos acima
citados. A administracdo de LDX provocou um aumento na peroxidacao lipidica no
cértex pré-frontal, hipocampo e nucleos da base nos grupos tratados com a maior
dose de LDX (5mg/kg). Segundo Zuluaga e colaboradores (2016), o MDA é
resultante da peroxidacao lipidica da membrana celular por radicais livres, sendo

considerado como um biomarcador de estresse oxidativo primario.

A dopamina € um neurotransmissor de extrema importancia para o bom
funcionamento das fung¢des cognitivas e motoras do cérebro e para a regulacdo do
humor (GAINETDINOV; BEAULIEU, 2011). A elevacdo patolégica na
neurotransmissao da dopamina esta associada ao excesso de formacao de espécies
reativas ao oxigénio, podendo ocasionar a disfuncao celular, o extresse oxidativo e a
apoptose (BERK, et al., 2011).

Ao estudar o efeito da administracdo de LDX em ratos, Eger e
colaboradores (2016) também estabeleceram um nexo causal entre a peroxidagao
lipidica resultante do tratamento com LDX e o metabolismo da dopamina. Com o
aumento da dopamina extracelular, sua oxidacdo poderia produzir superéxidos e
peréxidos de hidrogénio, com potencial para formar radicais de hidroxila na presenca

de alguns metais.
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Além das espécies reativas do oxigénio (EROs), espécies reativas do
nitrogénio (ERNs) também possuem acdo neurotdxica sobre o SNC em doses
alteradas, sendo responsaveis pela inducdo de apoptose das células neuronais, o
gue favorece o estresse oxidativo e o aparecimento de quadros patologicos (MAITI;
ILAVAZHAGAN, 2010). A andlise das concentracdes de nitrito/nitrato no presente
estudo revelou a presenca de 6xido nitrico (NO-) na regido dos nucleos da base nos
ratos expostos a maior dose de LDX, tornando as células neuronais desta regido

suscetiveis a danos estruturais e funcionais.

O GSH é um importante agente antioxidante produzido pelas células
animais, sendo encontrado em sua forma oxidada (GSSG) ou reduzida (GSH)
(POMPELLA et al, 2003). Sua principal funcdo é a manutencdo dos fatores pro-
oxidantes em limites que asseguram o bem-estar fisioldgico e que sdo passiveis de
regulacédo, inibindo o excesso em sua producdo e consequentes danos sistémicos
irreparaveis (BARBOSA et al, 2010; COLARES et al., 2016). Reducdes em seu
conteudo podem ocorrer em situacdes de infeccdes e algumas doencas, como
Alzheimer e Parkinson, nas quais enzimas antioxidantes respondem ao persistente
aumento do estresse oxidativo com o aumento compensatoério de sua atividade. A
analise das concentracdes de GSH em cortex pré-frontal, hipocampo e nucleos da
base do grupo tratado com 5 mg/kg de LDX apontou diminuicio em seu teor,

corroborando com os achados de Queiroz (2012) e Eger (2016).

O aumento desordenado de RLs, EROs e ERNSs, aliado a diminui¢cdo na
producéo e eficacia das defesas antioxidantes, provocam um grave desequilibrio no
organismo, levando a ocorréncia do estresse oxidativo (COLARES et al, 2016;
EGER, 2016). Assim, o aumento dos niveis de MDA e nitrito/nitrato e o decréscimo
no GSH encontrados nas areas cerebrais dos grupos expostos as doses de 2mg/kg
e 5mg/kg de LDX no presente estudo, favorecem o desequilibrio entre a atuacdo dos
fatores pro-oxidantes e antioxidantes em favor do primeiro, sinalizando a ocorréncia
de estresse oxidativo e potencial dano as estruturas e ao bom funcionamento do

cérebro.

A literatura tem demonstrado estreita correlacdo entre o0 estresse
oxidativo e danos celulares envolvidos nos mecanismos fisiopatologicos de varias

doencgas. Estudos apontam que diversos transtornos mentais, como a esquizofrenia
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e a mania, estdo associados a alteracdo na neurotransmissdo da dopamina, e ao
excesso de producdo de espécies reativas (BERK, 2009). Evidéncias cientificas
também sugerem que doencas neurodegenerativas e crbnicas como as doencas
cardiovasculares, a obesidade e a diabete mellitus tipo 2 estdo relacionadas ao
estresse oxidativo, condi¢éo favoravel a ocorréncia da sindrome metabdlica e suas
manifestacées, como a aterosclerose, a hipertensédo e a obesidade (GOTTLIEB et.
al., 2010).

A alta prevaléncia do transtorno entre a populacdo infantil implica uma
urgéncia por tratamentos farmacologicos seguros que garantam a integridade do
sistema nervoso, visto que este se encontra em constante desenvolvimento. Apos o
nascimento, o ceérebro continua a crescer em tamanho e a desenvolver a
funcionalidade especifica de cada uma de suas éareas, até a fase adulta. Sua
estrutura nervosa ndo é fixa ou impermeavel, mas encontra-se suscetivel as
influéncias do ambiente. O saudavel desenvolvimento cerebral €, portanto, essencial
para o desenvolvimento pleno dos aspectos fisicos, cognitivos e emocionais do ser
humano (CHAPMAN et al, 2003).

Os dados deste estudo possuem grande relevancia ao apontar a
existéncia de alteracdes na atividade comportamental, na peroxidacdo lipidica, nos
niveis de nitrito/nitrato e GSH em ratos tratados com LDX em periodos posteriores
ao consumo da droga (30 dias ap0s o término do tratamento), sugerindo que
tratamentos farmacoldgicos realizados durante a infancia e a adolescéncia podem
gerar repercussfes na idade adulta de seus usuarios. Estudos desta natureza séo
escassos e de grande importancia para assegurar a eficacia e seguranca dos

tratamentos farmacolégicos utilizados, especialmente em criancas e adolescentes.

Embora os mecanismos de atuacdo da LDX e os efeitos de sua utilizacao
sobre o0 organismo em desenvolvimento ainda ndo estejam plenamente elucidados,
estudos demonstram efeitos duradouros do MFD sobre o desenvolvimento do
sistema dopaminérgico em ratos ap0s a exposicado durante o periodo pos-natal. Em
um estudo realizado por Scherer (2010), ratos jovens com 25 dias de nascidos foram
submetidos a administracdo aguda de MFD e apresentaram alteracées no
metabolismo energético cerebral, com estimulagdo da producdo de ATP e aumento

na atividade da enzima Na*,K*,-ATPase intrinsicamente relacionados ao aumento da



67

dopamina e noradrenalina nas fendas sinapticas, A administragdo crénica de MFD
prejudicou a aprendizagem, a memoéria de trabalho e diminuiu os niveis de BDNF em
ratos com 15 dias de nascidos. Estas alteracbes no SNC confirmam o papel
modulador de psicoestimulantes sobre o sistema dopaminérgico e a participacdo do
MFD na promocgé&o de alteracdes cerebrais importantes no processo de maturacédo e

desenvolvimento do SNC.

Apesar da incerta definicéo fisiopatolégica do TDAH, estudos comprovam
a existéncia de anormalidades no sistema de sinalizacdo catecolaminérgica,
envolvendo a liberacdo da dopamina nas &reas do lobo frontal e no sistema limbico.
Uma possivel etiologia do TDAH estaria na hipofuncdo dopaminérgica da regido
fronto-estriatal do cérebro. O lobo frontal e, de maneira mais especifica, o cortex pré-
frontal exercem um importante papel no controle atencional e em processos
regulatérios, como o controle inibitorio. Ja a regido estriatal esta relacionada as
atividades motoras e, consequentemente, ao comportamento hiperativo. Assim, as
caracteristicas clinicas do TDAH estariam diretamente relacionadas as éareas
cerebrais envolvidas em sua possivel etiologia. No entanto, ha pacientes que nao
respondem aos estimulantes convencionais, sugerindo causalidades diferentes a
hipofuncdo dopaminérgica (NIEHAUS et al., 2010; CONTINI et al., 2013; JABOINSKI
et al., 2015).

Ao apontar aumentos nos indices de MDA e decréscimos nos valores de
GSH nas trés areas cerebrais analisadas (cortex pré-fontal, hipocampo e nucleos da
base), assim como a significativa elevacdo da concentracdo de nitrito/nitrato nos
ndcleos da base no grupo experimental tratados com a maior dose de LDX (5mg/kg),
0 estudo revela que estruturas cerebrais relacionadas a sintomatologia do TDAH
estdo potencialmente vulneraveis a acdo do estresse oxidativo, tornando-se
suscetiveis a degradagfes na membrana, disfuncdo celular e apoptose (EGER,
2016). Esta acédo potencialmente danosa da LDX ndo afetou o organismo apenas
durante a infancia, periodo em que ocorreu a administracdo da droga, mas
permaneceu durante a fase adulta dos animais em estudo, alterando parametros
neuroquimicos importantes para o bom funcionamento do SNC, promovendo o

estresse oxidativo.
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Como j& citado anteriormente, as alteracdes do controle inibitério, da
memoria, da atencdo e demais funcbes executivas caracteristicas do TDAH séo
frutos de alteracdes no bom funcionamento de areas especificas do cérebro, como o
cortex pré-frontal e parietal, os ganglios da base e circuitos associados
(GONCALVES, 2013). Assim, o estudo sugere que estas areas cerebrais também
estdo suscetiveis aos efeitos deletérios advindos da utilizacdo da LDX, podendo
ocasionar ou agravar danos ao seu funcionamento. Estes danos podem perdurar e
repercutir na fase adulta, mesmo depois de véarios dias sem tratamento, como nos
mostram o0s resultados dos testes neuroquimicos, que revelam alteracbes em
parametros de grande participacdo no estresse oxidativo em periodo posterior ao

término do tratamento com LDX. .

Evidencias demonstram que repetidas injecdes de anfetaminas sao
responséveis pelo aumento do comportamento hiperativo em ratos e pela elevagéo
de danos oxidativos lipidicos e protéicos em areas do cérebro como o cortex pré-
frontal, o hipocampo e o corpo estriado (RIEGEL ET AL. 2009).

De maneira geral, os resultados dos estudos comportamentais e
neuroquimicos revelam alteragfes na atividade locomotora e aumento nos niveis de
dopamina e do estresse oxidativo em regides cerebrais de grande participacdo na
etiologia do transtorno, levantando questionamentos sobre a real eficacia do
tratamento com LDX a longo prazo, especialmente ao considerar que um grande
publico usuario da droga encontra-se em fase de desenvolvimento e maturacdo do
SNC. Como citado anteriormente, a inducdo de persistentes alteracbes
catecolaminérgicas durante o periodo de desenvolvimento do organismo podem
afetar os processos de sinaptogénese, gliogénese e mielinizacdo, assim como altas
concentracbes de estresse oxidativo estdo relacionadas a doencas
neurodegenerativas, cronicas (doencas cardiovasculares, obesidade), e sindromes

metabdlicas.
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6 CONCLUSAO

v O tratamento com Lisdexanfetamina provocou mudancas
comportamentais em ratos Wistar machos aumentando a atividade
locomotora do animal, expressa pelo nimero de cruzamentos, rearings e

groomings.

v' As alteracbes comportamentais decorrentes do tratamento com
Lisdexanfetamina mantiveram-se apos 30 dias do termino do tratamento, com
valores de rearing, grooming e cruzamentos significativamente maiores

guando comparados ao grupo controle.

v' O tratamento com Lisdexanfetamina provocou elevacao nos teores de
MDA e diminuicdo nos niveis de GSH nas trés areas cerebrais estudadas e
aumento nos niveis de nitrito/nitrato nos nucleos da base de ratos wistar apés
30 dias do término do tratamento com LDX, gerando um quadro de

desequilibrio entre as forcas pro-oxidantes e antioxidantes.

O tratamento com Lisdexanfetamina durante o 21° e o 30° dia de nascido
de ratos Wistar machos gerou repercussdes comportamentais € neuroquimicas na
fase adulta do animal (aos 60 dias de nascido), favorecendo um quadro de estresse
oxidativo. Estas alteragbes sugerem interferéncias nos processos de maturacdo e
desenvolvimento do SNC, com potencial dano estrutural e funcional do cértex pré-

frontal, hipocampo e nicleos da base.
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APENDICE A - CALCULO DA DOSE DE VENVANSE A SER ADMINISTRADA A
RATOS WISTAR

CALCULO DA DOSE DE VENVANSE A SER ADMINISTRADA A RATOS WISTAR
EM VALORES PROPORCIONAIS A CONCENTRACAO ADMINISTRADA EM
HUMANOS

Dose mais baixa: 30 mg/dia para um individuo de 60kg.

0N [ — 60 kg x = 0,5 mg/kg em humano

Convertendo para rato (REAGAN-SHAW et al., 2007):

Dose em humano (mg/kg) = Dose animal x Km animal Km animal = 6
Km Humano Km humano crianca = 25

05=Xx6  X=25x0,5

o5 6 X =2 mg/kg (equivale a 1,15 mg de D-ANF base)

Dose mais alta: 70 mg/dia para um individuo de 60Kkg.

(0N (e — 60 kg x = 1,16 mg/kg em humano

Convertendo para rato (REAGAN-SHAW et al., 2007):

Dose em humano (mg/kg) = Dose animal x Km animal Km animal = 6
Km Humano Km humano crianca = 25

1,16 =Xx 6 X=25x1,16
25 6

X =5 mg/kg (equivale a 3,39 mg de D-ANF base)




