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RESUMO

ANALISE COMPORTAMENTAL E NEUROQUIMICA DE RATOS TRATADOS COM
DOSES REPETIDAS DE  LISDEXANFETAMINA  NA  INFANCIA E
PERIADOLESCENCIA

O crescimento notério do numero de casos de transtorno de déficit de atencéo e
hiperatividade (TDAH) nas Ultimas décadas tem despertado a atencdo de
especialistas para possiveis diagndsticos precoces e/ou equivocados deste
transtorno. As medicacdes para tratamento do TDAH, por exemplo, ritalina e mais
recentemente a lisdexanfetamina (LDX - venvanse®) tém como mecanismo de agao
a potencializacdo da neurotransmissao dopaminérgica em areas cerebrais como o
cortex pré-frontal. Especificamente a LDX, aprovada pelo FDA em 2007 para o
tratamento de criancas (a partir de 6 anos) e adolescentes e, mais recentemente
aprovada para uso em adultos, € um pré-farmaco da D-anfetamina. O aumento do
consumo destes pscicoestimulantes, também ocorreu entre jovens e adultos com a
finalidade de aumentar a capacidade cognitiva. Embora a prescricdo de tais
farmacos tenha como objetivo o tratamento do TDAH, narcolepsia e do transtorno
alimentar compulsivo, os mesmos tém sido amplamente utilizados por individuos
saudaveis. Diante deste cenério, o objetivo do presente trabalho foi investigar
alteracdes comportamentais e neuroquimicas induzidas pela administracdo repetida
de LDX em ratos em idades relacionadas a infancia e adolescéncia de humanos.
Para tanto, os animais foram randomicamente separados em trés grupos. O
primeiro composto por animais tratados por uma semana com LDX a uma
concentracdo de 10mg/kg; o grupo 2 de animais tratados por duas semanas com
LDX, sendo 10mg/kg na primeira semana e 13 mg/kg na segunda semana; e por fim
0 grupo 3 composto por ratos tratados por trés semanas com LDX ( respeitando a
concentracdo de 10 mg/kg na primeira semana, 13 na segunda semana e 18 na
terceira semana). Outros trés grupos foram tratados com salina pelo mesmo
intervalo de tempo. Foram realizados testes de comportamento com o intuito de
avaliar a atividade exploratéria e locomotora, niveis de ansiedade e cognicéo, além
de alteracdes neuro-oxidativas e neuroinflamatorias. Os resultados para testes de
comportamento mostraram que a administracdo da LDX nédo trouxe alteracdes da
memoéria operacional (no teste de Y Maze), porém promoveu diminuicdo da memoria
declarativa de curto prazo (no teste de NOR) e um comportamento tipo-ansioso (no
teste do campo aberto) nos animais de forma progressiva ao longo do tratamento.
As andlises bioguimicas mostraram que as regifes do hipocampo e corpo estriado
dos ratos tratados com LDX por 3 semanas apresentaram desequilibrio oxidativo
com diminuicdo dos niveis de GSH e aumento dos niveis de TBARS. Pbdde-se
observar ainda um sugestivo mecanismo compensatorio de IL-6, além de um
aumento da expressao de receptor AT1 no hipocampo dos animais tratados por trés
semanas com LDX. Por fim, podemos concluir com os achados deste estudo que a
administracdo da LDX por animais saudaveis, pode trazer danos cognitivos e
bioguimicos, principalmente se for realizada por longos periodos e com altas doses.

Palavras chave: Lisdexanfetamina, transtorno de déficit de atencdo e
hiperatividade, comportamento, neuroquimica.



ABSTRACT

BEHAVIORAL AND NEUROCHEMICAL ANALYSIS OF RATS TREATED WITH
REPEATED DOSES OF LISDEXANFETAMINE IN CHILDREN AND
PERIODOLESCENCE

The notable increase in the number of attention deficit hyperactivity disorder (ADHD)
cases in recent decades has attracted the attention of specialists for possible early
and / or misdiagnosis of this disorder. Medications for the treatment of ADHD, for
example, ritalin and, more recently, lisdexamphetamine (LDX-venvanse®) have as a
mechanism of action potentiate of dopaminergic neurotransmission in brain areas
such as the prefrontal cortex. Specifically LDX, approved by the FDA in 2007 for the
treatment of children (from 6 years and adolescents and most recently approved for
use in adults), is a prodrug of D-amphetamine. The increase in the consumption of
these psycho-stimulants also occurred among youngsters and adults in order to
increase cognitive capacity. Although the prescription of such drugs is aimed at the
treatment of ADHD, narcolepsy and compulsive eating disorder, they have been
widely used by healthy individuals. In view of this scenario the objective of the
present work was to investigate behavioral and neurochemical changes induced by
the repeated administration of LDX in rats at ages related to the childhood and
adolescence of humans. For this, the animals were randomly separated into the
following groups: group 1) animals treated for one week with LDX (10mg / kg); group
2) treated animals for two weeks LDX 10mg (in the first week) and 13 mg / kg (in the
second week); group 3) rats treated for three weeks with LDX 10 (first week), 13
(second week) and 18 mg / kg (third week). Three other groups were treated with
saline for the same time interval. Behavioral tests were performed to evaluate the
exploratory and locomotor activity, anxiety and cognition levels, as well as neuro-
oxidative and neuroinflammatory alterations. The results for behavioral tests showed
that LDX administration did not bring about changes in operational memory (in the Y
Maze test), however, it promoted short-term memory loss (in the NOR test) and an
anxious-type behavior in the animals progressively throughout the treatment.
Biochemical analyzes showed that the hippocampus and striatum regions of LDX
treated mice for 3 weeks showed oxidative imbalance with decreased GSH levels
and increased TBARS levels. It was also possible to observe a suggestive
compensatory mechanism of IL-6, in addition to an increase in ATl receptor
expression in the hippocampus of the animals treated for three weeks with LDX.
Finally, we can conclude from the findings of this study that the administration of the
psychostimulant in question in healthy animals can cause cognitive and biochemical
damage, especially if it is performed for long periods and at high doses.

Key words: Lisdexamphetamine, attention deficit hyperactivity disorder,
behavior, neurochemistry.
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1. INTRODUCAO

1.1 Terapia com psicoestimulantes: estado da arte

A banalizacdo do uso de psicoestimulantes tem feito com que esses farmacos
tenham sido cada vez mais conhecidos e consumidos no Brasil. De forma
indiscriminada e em alguns casos de forma ilicita, tais medica¢des tém sido
divulgadas com a proposta de proporcionar ao usuario uma maior capacidade de
concentracdo, foco, disposicdo, melhora da capacidade neurocognitiva e ainda
capacidade anorexigena (LAGE et al., 2015).

Desde 2007, ano em que foi criado pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), o Sistema Nacional de Produtos Controlados (SNGPC), tem
registrado aumento do consumo de farmacos psicoestimulantes em todas as regifes
do pais. O metilfenidato, psicoestimulante mais popular entre os brasileiros, teve
aumento de 180% nas suas vendas entre os anos de 2009 e 2013.

Estudo recente mostrou que a dispensacdo dos farmacos conhecidas como
“potencializadores cognitivos” (Metilfenidato, lisdexanfetamina e modifilina) em uma
pequena unidade de farméacia do interior do Rio de Janeiro, teve um aumento de
98,50% entre os dois primeiros bimestres dos anos de 2016 e 2017 (OLIVEIRA ET
AL, 2017) (Figura 1).

A Organizacao Mundial de Saude (OMS), através de estudos da utilizacdo de
medicamentos, define que o consumo, comercializacao, distribuicdo e prescricdo de
um determinado farmaco est4d diretamente relacionado a questbes sbécio-
antropoldgicas, comportamentais e econémicos (GAMA, 2007; WHO, 1977). Assim,
pode-se entender de uma forma mais clara e ampla um dos motivos do aumento do
uso indiscriminado de psicoestimulantes por diversas faixas etarias da populacao
brasileira atual (AFFONSO ET AL, 2016; ARAUJO ET AL, 2017; FINGER, 2013;
LAGE et al., 2015).

Nas Uultimas décadas o mercado de trabalho brasileiro tem sofrido
transformacdes. O aumento do desemprego e a valorizagdo da ocupacao de cargos
pubicos tem feito com que milhares de jovens busquem estes empregos como
sinbnimo de estabilidade financeira e profissional, em decorréncia disto as vagas
tornam-se escassas. Desta maneira, as propriedades dos farmacos psicoativos tem
feito com que muitos jovens adultos tenham recorrido a estes farmacos de forma

ilicita, seja com intuito de obter melhores resultados em seus cursos de graduacao,
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ou seja com intuito de obter éxito em concursos publicos (ANJOS, 2015;
BATISTELA et al., 2016).

Porém, dentro do assustador crescimento do consumo destas drogas, €
ingénuo acreditar que a busca por melhora cognitiva seja a exclusiva causa para tal
fenbmeno.

Outra explicacdo para a elevacao do consumo de tais drogas € o aumento do
namero de casos de transtorno de déficit de atencdo e Hiperatividade (TDAH). Este
transtorno é de fato uma das indicagBes para o real uso das medicagfes citadas.

Figura 1: Dados comparativos da dispensacdo dos medicamentos
(Metilfenidato, lisdexanfetamina e modifilina) em uma unidade de farméacia do Rio de
Janeiro nos dois primeiros bimestres dos anos de 2016 e 2017.
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1.2 Drogas psicoestimulantes: consumo e atividade terapéutica

Drogas psicoestimulantes, assim denominadas pela sua capacidade de
estimular o sistema nervoso central, causando euforia, aumento da emotividade,
energia e estado de alerta, fazem parte do grupo de substancias chamadas
psicotropicas. Destas drogas, podem-se destacar as metilxantinas, nicotina,
vareniclina, cocaina, metilfenidato e anfetamina (CEBRID, 2001).

Metilxantinas sdo amplamente conhecidos e consumidos no mundo, podem
estar presentes no cha (teofilina), cacau (teobromina) e no café (cafeina). Como
todas as substancias psicoativas, podem causar dependéncia se consumidas em
guantidade exacerbada. Tem como propriedade farmacéutica, a capacidade de
promover o relaxamento de bronquiolos (CLARK, 2013).

A nicotina € uma das drogas pscicoestimulantes mais conhecidas e
consumidas no Brasil e possui grande capacidade de promover dependéncia.
Terapeuticamente € utilizada somente com a finalidade de tratar sindromes de
abstinéncia relacionadas ao seu uso. Assim, como tal composto, a vareniclina é
utilizada de forma terapéutica também com este fim (CLARK, 2013).

Cocaina, metilfenidato e anfetamina tem como mecanismo de acéo a inibicdo
da recaptacdo de catecolaminas. A cocaina € uma droga de abuso popularmente
conhecida e com grande capacidade de desenvolver dependéncia, podendo ser
usada ocasionalmente com finalidade terapéutica como anestésica. Metilfenidato e
anfetamina podem ser utilizados para tratamento de criangcas com TDAH (RANG;
DALE, 2016).

1.3 Anfetaminas: breve historico

Milénios antes do seu desenvolvimento sintético, fitoterapicos analogos da
anfetamina (catha edulis e ephedra) j4 eram utilizados como inibidores de apetite e
descongestionantes nasal (GROVES et al., 2015; HEAL et al., 2013; SALLAM et al.,
2016).

Acredita-se que o primeiro composto anfetaminico tenha sido desenvolvido de
forma sintética na Alemanha no ano de 1887, o 1-metil-2-feniletilamina, que originou
todas as outras anfetaminas pertencentes a este grupo. Essas drogas tém a
variacdo de composto pela substituicdo do radical amina da estrutura quimica do

composto original. A metanfetamina e a 3-4 metilenodioximetanfetamina (MDMA,
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também conhecida como ecstasy) sdo exemplos de anfetaminas derivadas da
estrutura primaria (Figura 2) (ELLIOTT, 2005). Acredita-se que a metanfetamina
tenha sido desenvolvida em 1919 no Japao.

A reduzida disponibilidade da anfetamina efedrina desencadeou o
desenvolvimento de seus derivados. Em 1935, a forma rancémica a-metilanfetamina
foi posta no mercado com o nome de “Benzedrine®” e tinha como intuito tratar a
narcolepsia. Em 1937 foi langado o “Dexedrine®” que era composto ndo mais pela
mistura rancémica, mas somente pelo dextroisbmero da anfetamina (d-anfetamina),
0 mais potente dos dois enantibmeros (BETT, 1946; HEAL et al., 2013) .

Com o decorrer do uso dos derivados da anfetamina, percebeu-se o efeito de
melhora cognitiva, estado de vigilia e concentracdo que o consumo da droga
proporcionava. Acredita-se que estes tenham sido alguns dos motivos para que as
drogas derivadas da anfetamina tenham sido amplamente utilizadas durante a
segunda guerra mundial. O uso abusivo das drogas permitidas para livre consumo
trouxe a tona ndo somente os beneficios, mas também seus efeitos colaterais como
problemas cardiacos e dependéncia. Assim, em 1970 nos Estados Unidos da
América, veio a proibicdo de consumo, tornando, assim, o composto ilicito
(GERMAN, 2014; HEAL et al., 2013)

Figura 2: Estrutura quimica da anfetamina e seus derivados a partir do radical amina

e .
N CH,CHNH, N CH,CHNHCH,
e Z
Anfetamina Metanfetamina
COOCH3

< :©/CHZCHNHCH3 @/ U

Metilenodioximetanfetamina
(MDMA, ecstasy) Metilfenidato

Fonte: (RANG; DALE, 2016)
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Em 1980, as chamadas “designer drugs”, formas sintéticas como a
metilenodioximetanfetamina (MDMA-Ecstasy), MDA (3,4-metilenodioxianfetamina),
p-metoxianfetamina (PMA) e p-metoxi- metanfetamina (PMMA), foram criadas com
intuito de produzir efeitos semelhantes aos das anfetaminas e burlar a legislacéao
guanto ao consumo legal destes compostos. Porém, s6 na década de 90 é que
estas drogas ganharam conhecimento popular, foram amplamente difundidas entre
0s jovens e consumidas em festas popularmente conhecidas como “raves” (FREYE
E, 2009; GERMAN, 2014).

Atualmente, muitas destes compostos sdo consideradas ilicitas ou possuem
consumo restrito para uso terapéutico de patologias como TDAH e narcolepsia.
Porém, o abuso destas substéncias € recorrente e ndo se faz somente entre
pessoas pertencentes ao grupo de dependentes quimicos, ele atinge também o
publico que tem como necessidade a potencializacdo de atencao e foco (estudantes,
caminhoneiros e frequentadores de raves), inibicAo do apetite somada a um
aumento metabolico (desejo por emagrecer em curto prazo) (ALVES, 2013)

1.4 Lisdexanfetamina

Classificada no grupo das anfetaminas, a lisdexanfetmaina (LDX) ((2S) -2,6-
diamino-N-[(1S)-1-metil-2-fenil-etil] hexanamida dimetanosulfonato) é um pro-
farmaco que possui em sua estrutura aminas simpatomiméticas ndo-catecolaminas
(Figura 3). A LDX é o composto presente no farmaco Venvanse®  que foi
desenvolvido e aprovado pelo “Food and drugs Administration” (FDA) em 2007 com
a finalidade de tratar criancas, adolescentes e adultos que sofrem com TDAH. A
LDX tem como caracteristica de sua formulacdo uma metabolizacdo mais lenta e
consequente apresenta maior estabilidade quando comparada aos demais
compostos derivados da anfetamina (HEAL et al., 2013; PENNICK, 2010; RANG,;
DALE, 2016).

Um das pesquisas que validou o farmaco para uso no tratamento do TDAH,
foi um estudo duplo cego randomizado que comparou por oito semanas a
administragdo continua de Venvanse® e de um placebo em 336 individuos com
faixa etaria de seis a dezessete anos, diagnosticados com o transtorno. Na

pesquisa, 0s pacientes recebiam via oral, uma dose Unica e matinal de LDX (30, 60
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ou 90 mg) ou placebo. Os resultados que foram obtidos através da escala CGI-I
(Impresséo Clinica Global de Melhora),revelaram que os pacientes expressaram de
acordo com a escala, melhora significativa ou muito significativa (COGHILL et al.,
2013).

Embora o farmaco tenha sido desenvolvido para uso entre as faixas etarias
de seis a dezessete anos e adultos entre dezoito e cinquenta e cinco anos, um
estudo recente realizado por Coghill e colaboradores (2018), mostrou que o
consumo do farmaco por criangas com idade inferior a dois anos diagnosticadas
com TDAH ndo gerou prejuizo cognitivo (COGHILL et al., 2018; FARMAC; LTDA,
2015)

1.5 Estado da arte sobre o uso da LDX

Dentre os farmacos prescritos para o tratamento do TDAH, a LDX embora
seja um farmaco relativamente novo, tem sido a escolha de alguns psiquiatras. Tal
medicamento é classificado no grupo das anfetaminas e por este motivo € apontado
como um possivel “amplificador cognitivo’(OLIVEIRA ET AL, 2017). Assim, 0s
efeitos da LDX tém sido pesquisados em protocolos pré-clinicos e clinicos para
diversos fins.

Neste contexto, nosso grupo de pesquisa observou que o uso repetido de
LDX em ratos adultos era capaz de induzir sintomas mania-simile. Este modelo tem
sido replicado por outros grupos de pesquisa (BRISTOT, 2014). O modelo de mania
induzido por LDX envolve o desenvolvimento de um comportamento de
hiperlocomoc¢édo, com aumento dos niveis de peroxidacdo lipidica e diminuicdo da
concentracdo de glutationa redutase em areas especificas do cérebro dos animais
(MACEDO et al., 2013)

Outro estudo utilizando a LDX como modelo de mania, verificou através da
vocalizacdo ultrassbnica de ratos, que quando submetidos ao modelo de mania
induzido por LDX o0s animais apresentavam uma frequéncia vocal semelhante
aguela emitida nos modelos induzidos por anfetamina. Além disto, os animais
apresentavam hiperlocomocéo e tiveram reversédo dos padrées maniacos com o uso
de litio (HUTSON, 2015).

Em decorréncia do seu efeito de longo prazo e suposta reducdo dos riscos de

dependéncia, além da administracdo na forma de dose Unica diaria, a LDX tem
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ultrapassado as barreiras que a limitavam para o tratamento de TDAH e narcolepsia
e tem sido pesquisada como potencial medicamento para o tratamento de outras
patologias. E possivel encontrar na literatura, por exemplo, a sua utilizagdo em
distarbios relacionados a ejaculacédo (LYONS; LENTZ; COWARD, 2017), tratamento
para dependéncia de metilfenidato (EZARD et al., 2018). Além disto, em 2015 a LDX
foi adicionada ao grupo de farmacos utilizados no tratamento de transtorno
compulsivo alimentar (TAC) (KESSLER et al., 2016; WARD; CITROME; WARD,
2018)

Richards e colaboradores (2016) mostraram em estudo clinico recente que,
de forma inesperada, a LDX mesmo sendo um mecanismo de acao estimulante, ndo
apresentou reducao de sintomas de transtorno depressivo maior em pacientes que
ja faziam uso de monoterapia, porém sem boas respostas ao tratamento.

Um estudo de andlise de coorte em pacientes norte americanos que utilizando
um banco de dados constataram que embora o uso de psicoativos destinados ao
tratamento de TDAH seja contraindicado para pacientes que apresentem risco
cardiovascular, o uso da droga ocorreu entre 3,6% entre adultos de 45 e 54 anos e
7,2% entre aqueles de faixa etaria de 55 a 64 anos, sendo que dentre os adultos
tratados com estimulantes 11,3 a 18,5% apresentavam dependéncia ou abuso do
uso dos mesmos (FAIRMAN et al., 2018) .

Um estudo envolvendo pacientes com depressao maior comprovada e com
idades entre 18 e 65 anos, com o intuito de avaliar os efeitos da LDX como terapia
combinada por 8 semanas em pacientes onde a monoterapia ndo apresentava total
eficiéncia, verificou que o0s pacientes que receberam LDX nao apresentaram
reducdo da pontuacdo da escala quando comparados aos que receberam placebo
como terapia combinada conforme verificado pela Escala de avaliagdo de depressao
de Montgomery-Asberg (MADRS) mostraram que (RICHARDS et al., 2016).

De forma semelhante ao estudo de depressdo maior, foi avaliado também o
efeito de terapia combinada da LDX no tratamento de transtorno bipolar na fase
depressiva. No estudo em questdo, também nao houveram melhoras na MADRS
guando comparados aos pacientes que receberam o placebo, porém houve relato de
melhora dos pacientes quando feita uma auto avaliagcdo para parametros como sono
diurno excessivo, fadiga e compulséo alimentar (MCELROY et al., 2013).

Diferente dos estudos envolvendo depressdao, o uso da LDX como

medicamento adjuvante no tratamento dos sintomas negativos da esquizofrenia,
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mostrou através de estudo open label melhora na escala para avaliacdo dos
sintomas positivos e negativos (PANSS) e ainda ndo mostrou uma piora destes
sintomas quando realizada a descontinuidade de forma abrupta do tratamento
(LASSER et al., 2013)

Assim, de acordo com a literatura acima citada, pode-se notar que a LDX tem
ganhado destague no meio clinico, ndo somente para o tratamento do TDAH como
também tem sido cotada como medicamento adjuvante ou potencial para o
tratamento de outras patologias. Somada essas informac¢des ao aumento dos casos
de TDAH e ao possivel uso de tal farmaco com fins de potencializacdo cognitiva
tem-se o provavel aumento do consumo de tal substancia. Desta maneira, cabe a
investigacdo de como tal medicamento pode se portar no organismo saudavel, uma

vez que o mesmo tem sido cada vez mais consumido.

1.6 Farmacocinética da LDX

A respeito das caracteristicas farmacocinéticas da LDX no rato, pode-se
pontuar que apos sua administracdo realizada por via oral, a absor¢cdo ocorre de
forma rapida pelo trato gastrointestinal (TGI), sendo mediada pelo transportador de
peptideo (PEPT1). Nos hepatdécitos, por metabolismo de primeira passagem, o pro-
farmaco sofre hidrolise a L-lisina inativa e dextroanfetamina ativa (D-ANF), composto
este que tem a acdo estimulante do sistema nervoso central (Figura 3). Sua
concentracdo maxima plasmatica ocorre em média, uma a duas horas e meia apos
sua administracdo. A alta capacidade de conversdo enzimatica, absorcdo e a
estabilidade a variacbes como pH presentes tanto no organismo humano como no
animal, sugere que os estudos com LDX em animais tenham uma boa aceitabilidade
para humanos (PENNICK, 2010).
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Figura 3: Estrutura quimica e hidrélise da LDX.
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Fonte: (EGER; FERREIRA; BATISTA, 2010)

Assim como as demais drogas derivadas da anfetamina, a LDX tem
basicamente como mecanismo de acao, a liberacdo de catecolaminas e a inibicao
da captura das mesmas. Desta maneira, acredita-se que apds sua administracao e
hidrolise, a d-anfetamina liberada pela LDX, atue na liberacdo de norepinefrina e
dopamina, na inibicdo da monoamina oxigenasse (MAO), dos transportadores de
norepinefrina (NET), resultando assim numa agao estimulante do Sistema nervoso
central (SNC) ( Figura 4) (PENNICK, 2010; RANG; DALE, 2016; STANDAERT,
2009).

Figura 4: Representacéo ilustrativa da sintese e liberacdo de dopamina na fenda
sinaptica.
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(GUYTON; HALL, 2011) DA: dopamina, VMAT: antiportador de prétons ndo seletivos de
monoaminas; MAO: monoamina oxidase; DAT: transportador de dopamina.

1.7 Acado da LDX nas areas cerebrais

Conforme mencionado anteriormente, ao longo da histéria, farmacos
psicoativos vem sendo utilizados como uma alternativa para proporcionar aumento
das capacidades cognitivas. As areas mais relacionadas a estes potenciais
aumentos de atividade sao o cdortex, o hipocampo e os nucleos da base.
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1.7.1 Cortex pré-frontal

O Cortex pré-frontal (CPF) é a area cerebral responsavel pela memoria de
trabalho ou também chamada de operacional, uma meméria de curto prazo que
necessita reverberacdo e concentracéo para receber a informacao inicial e promover
a consolidagédo. (FUENTE D., MALLOY-DINNIZ L.F, CAMARGO C.H.P, 2014).

Além da capacidade de desenvolver a memoria operacional, o cortex tem
uma importante fungdo de coordenar a interacdo entre as zonas sensoriais e
limbicas, relacionando assim o meio externo com as emocdes. A comunicagcdo com
as zonas subcorticais dar-se através de uma rede de conexdes monoaminérgica
moduladores que podem ser originadas do locus ceruleos (noradrenalina), area
tegmentar ventral (dopamina) e dos nucleos da rafe (serotonina) (FUENTE D.,
MALLOY-DINNIZ L.F, CAMARGO C.H.P, 2014).

Essa gama de funcdes relacionadas a memoria operacional, emocdes e ainda
a existéncia da via monoaminérgica, fazem com que o CPF tenha cada vez mais
visibilidade em estudos que envolvem varias psicopatologias humanas que tem sido
relacionadas ao TDAH, como esquizofrenia e transtorno bipolar

Estudos pré-clinico mostram que ratos adultos que receberam a LDX de
forma isolada tiveram aumento dos niveis de dopamina e de acetilcolina no cértex
pré-frontal de forma significativa quando comparados a animais que receberam
apenas salina. Ademais dos niveis de neurotransmissores aumentados, a LDX
também aumenta os niveis de superoxido dismutase (SOD) e niveis de peroxidacao
lipidica, além de diminuir os niveis de glutationa reduzida (GSH) no CPF dos ratos
adultos (CASARE, 2015; DE GOIS QUEIROZ et al., 2013; IND; SANDOZ, 2015).

1.7.2 Hipocampo

O hipocampo (HC) é a regido cerebral responsavel por desempenhar funcées
cognitivas de aprendizado. E responsavel também por desenvolver a memoria,
principalmente aquela ligada a deslocamento, a locomocdo (NARDI, A. E.;
QUEVEDQO, J.; SILVA, 2015).

Quanto a relagédo da administracdo de LDX (10mg) e o desequilibrio oxidativo,
estudos pré-clinicos mostram que a administracdo desta droga em ratos adultos

resulta em aumento dos niveis de SOD, diminuicdo de GSH e um significativo
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aumento dos niveis de malondialdeido (MDA), sugerindo um processo consideravel
de degradacdo lipidica da regido cerebral em questdo (QUEIROZ, 2014).

Estudos mostram ainda que os primeiros 240 minutos pos a administragdo da
LDX, aumentam de forma significativa os niveis de histamina no hipocampo de
ratos, sugerindo que esta droga pode estar relacionada a ativacdo de mastocitos e

desta maneira, possivelmente a processos inflamatorios (HUTSON, 2015).

1.7.3 Corpo estriado

Embora ocorra a tendéncia de se limitar as funcdes cerebrais para as
determinadas éareas existentes do cérebro humano, sabe-se que todo o 6rgdo
funciona em conjunto e se interliga através circuitos neuronais. Desta forma, pode-
se destacar a fungcdo em conjunto do corpo estriado (CE) com o CPF para o
desenvolvimento do processo cognitivo (CATANI; DELL’ACQUA; THIEBAUT DE
SCHOTTEN, 2013; CONSENZA, 2014)

Algumas redes trabalham com vias em paralelo que se originam e retornam
ao CPF. Este € o tipo de circuito que ocorre ente o CPF e o corpo estriado (Figura
5). Desta maneira, estes circuitos podem inibir os estimular a atividade cortical. E
através deste circuito, por exemplo, que o CE recebe informacdes externas e as
envia para que ocorra a tomada de decisdes no cértex (CONSENZA, 2014).

Estudo feito por Queiroz (2014), mostrou que a administracdo de LDX (10mg)
reduz os de GSH e aumenta os niveis de MDA no corpo estriado de ratos adultos,
mostrando que o uso da droga pode estar relacionado a desencadeamento de um

desequilibrio oxidativo.
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Figura 5: Representacdo do coértex ligado ao corpo estriado atraves de

circuitos.
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1.8 Psicoestimulantes como potencializadores da cogni¢cdo em individuos
saudaveis

Fonte: (CONSENZA, 2014).

E possivel encontrar hoje na literatura artigos e até livros que abordem o uso
de psicoativos como forma de “tecnologia cognitiva” ou “Human enhancement”. A
maior acessibilidade financeira ao metilfenidato que também tem como finalidade
real o tratamento de TDAH, faz com que o0 mesmo tenha maior popularidade e desta
maneira, a maci¢ca maioria de estudos que abordam esta otimizacdo da cogni¢cao
estd vinculada a tal medicamento. Porém hoje a LDX e outros psicoestimulantes
como modafilina vem ganhando visibilidade por ter como uso esta finalidade
(BATISTELA et al., 2016; LAGE et al., 2015; MAGALHAES, 2014).

Muitos jovens estudantes de nivel médio, superior e ainda os chamados
concurseiros tem utilizado os psicoestimulantes com a finalidade de melhora
cognitiva e aumento do estado de vigilia. Vale ressaltar que hoje no Brasil, somente
0s compostos metilfenidato (ritalina) e a LDX ( venvanse) sdo comercializadas de
forma legal para tratamento de TDAH(CARDOSO et al., 2017).

A LDX é comercializada em trés doses LDX: 30, 50 e 70 mg. Por se tratar de
um psicoestimulante anfetaminico, em tratamentos prolongados normalmente, a
dose inicial deve ser a menor, uma vez que a acomodacao do farmaco pode exigir

um aumento progressivo das doses do medicamento. Como nos casos de auto
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administracdo ndo ha a participacdo do psiquiatra para recomendacdo da dose
necessaria supde-se que os riscos decorrentes do uso indiscriminado (FARMAC,;
LTDA, 2015).

Uma pesquisa envolvendo quarenta estudantes universitarios que declararam
nao ser diagnosticados com TDAH e que ja tinham utilizado psicotropicos com
intuito de melhora cognitiva, responderam a seguinte pergunta: “Quantas vezes vocé
utilizou algum medicamento para TDAH com intuito de ter melhor desempenho
escolar ou laboral, sem prescricdo médica?” Posteriormente os mesmos individuos
responderam um questionario que relacionava func¢des cognitivas e motivacionais ao
uso do farmaco em questdo. Dentre os pontos avaliados, os participantes relataram
melhora da atencédo, presteza, energia e motivacdo (FARAH; ROSTRON; OPEN,
2013) (Tabelal)

Tabela 1: Resultados da pesquisa que relaciona o uso de psicoativos com

melhora cognitiva e motivacional.

FungGes relacionadas a cognicdao n média

Capacidade de multitarefa 40 4,47
Pensamento abstrato 40 4,75
Atencao 40 6,3
Criatividade 40 4,45
Inteligéncia 40 4,98
Membéria 40 5,15
Velocidade de raciocinio 40 5,78

Fungdes relacionadas a motivacao n média

Presteza 40 6,15

Alivio de ansiedade 40 4,13

Energia 40 6,18

Humor 40 4,78

Motivagao 40 6,15

Autoconfianga 40 5,13

Divertimento da tarefa 40 5,4
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Valor numérico para percepgao | Percepgao
Extremamente prejudicial

Muito prejudicial
Um pouco prejudicial
Sem efeito

Um pouco util
Muito util
Extremamente util

Ndlojunsalw Nk

Fonte: (FARAH; ROSTRON; OPEN, 2013)

1.9 Neuroinflamacéao e transtornos psiquiatricos

Devido a existéncia da barreira hematoencefélica, o cérebro, por muitos anos,
foi tido como um 6rgdo ndo acometido por processos inflamatérios (GOSSELIN &
RIVEST, 2007). Porém, estudos tem identificado que o SNC pode gerar respostas
imunes e ainda sofrer influéncias das mesmas (SCHIEPERS et al., 2005; MARQUES
et al., 2007). Uma série de evidéncias tém apontado para o papel de mediadores
inflamat6rios em transtornos neuropsiquiatricos como a esquizofrenia (NA et al.,
2012), depressdo (KRISHNADAS & CAVANAGH, 2012) e doenca de Alzheimer
(OBULESU & JHANSILAKSHMI, 2013).

O nosso sistema imune desempenha a importante funcéo de coordenacao da
resposta imune inata ou adaptativa. Assim, quando estimuladas de forma nociva, as
células deste sistema de defesa, emitem mensagens de respostas que estdo
relacionadas a funcdes infamatérias. Além disto, este sistema de defesa também
esta relacionado ao processo de proliferacdo, sobrevivéncia e maturacdo celular
(BRIETZKE & KAPCZINSKI, 2008).

As citocinas sdo proteinas sinalizadoras ativadas através da conexdao com
receptores de membrana, elas atuam de maneira fisiol6gica e estao relacionadas ao
bom funcionamento do sistema imune, porém se secretadas de forma exacerbada
ou prolongada, podem levar a diminuicdo de suporte neurotréfico, reducdo da
neurogénese, aumento da ativacdo glutamatérgica, do estresse oxidativo e inducao
de apoptose em tipos celulares importantes como, astrocitos e oligodendrdcitos
(TILLEUX & HERMANS, 2007; KOO & DUMAN, 2008).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Obulesu%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23919560
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jhansilakshmi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23919560
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Outra via relacionada a ativacdo de respostas inflamatdrias e oxidativas é o
sistema renina-angiotensina (SRA) (Figura 6). Essa sensibilizacdo ocorre através da
cascata que ativa os receptores ATl (AT1R). Esse sistema promove ainda a
vasoconstri¢cdo e ativagdo simpatica. (GUYTON; HALL, 2011).

Figura 6: Representacao da cascata de reacfes que ocorrem a partir da ativacao do
receptor AT1.

Fonte: Goodman e Gilman, 2012. Angll: angiotensina Il; AT: receptores de angiotensina;
EROs: espécies reativas de oxigénio livre; GSK-3B: glicogénio sintase quinase 3 beta; BDNF: fator

neurotrofico derivado do cérebro; NFkB: fator nuclear de kappa B; iINOS:isoformall .

A barreira hemato-encefalica impede ainda a comunicacdo entre o0 SRA

periférico e o SNC, os Orgaos circunventriculares promovem a comunicacao dos
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mesmos através de receptores AT1 do exterior da barreira hematoencefalica
(NGUYEN DINH CAT; TOUYZ, 2011). No entanto, em determinadas regides do
cérebro, como 6rgdo subfornical, nicleo paraventricular, nicleo do trato solitério,
eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal e amigdala, h4 um SRA interno que provavelmente,
promove mais acdo do que o circulante. Estas regifes estdo envolvidas com o
comportamento e controle de resposta do organismo ao estresse (LIU et al., 2012).
Assim, ativacdo dos AT1R no cérebro promove a regulacao fisiologica de
diversas fungbes, dentre elas o controle da circulagdo cerebral, integridade da
barreira hematoencefalica, resposta do organismo ao estresse, regulacdo da
resposta imune inata cerebral, além de ter papel importante na regulacdo do
comportamento e cognicdo (SAAVEDRA et al.,, 2013). Em contrapartida, a agéo
exacerbada desses receptores esta associada a maior suscetibilidade a isquemia e

neuroinflamacéo, o que pode levar a lesdo neuronal (SAAVEDRA et al., 2011).

1.10 Correlacéo idade do roedor X idade humana

Muitos estudos que relacionam animais e humanos mostram que o
desenvolvimento fisiolégico dos mesmos ocorre em tempos bem distintos. Assim, a
correlacdo entre as faixas etarias entre esses mamiferos consiste em uma
conversado que auxilia na identificacao destas transformacdes etarias.

Um estudo monitorou a relacédo do peso dos cérebros de ratos e de humanos
a fim de tracar um paralelo entre as faixas etarias entre as duas espécies. Os
resultados mostraram que o peso do cérebro no humano de 2 a 3 anos de idade
atinge 90% do valor estimado no cérebro do adulto, enquanto os roedores atingem
essa porcentagem no 20° dia pés-natal (PN). E neste periodo também que ocorre
um aumento da socializacdo e da memoria de trabalho (BLAKEMORE, 2008;
DEKABAN; SADOWSKY, 1978).

O final da infancia e inicio da adolescéncia entre as faixas etarias de 4 a 11
anos, o cérebro humano passa pelo processo de maturidade estrutural. Esta fase é
caracterizada pela especializacdo das redes neurais do CPF, além disto o encéfalo
atinge o volume maximo da massa cinzenta. A correlacdo deste mesmo periodo de
maturacdo cerebral do rato ocorre em média entre PN 25-35. Além do

desenvolvimento anatdmico, a andlise do comportamento revela um aprimoramento
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da memodria de trabalho e ainda um controle inibitério (ANIMALS; EFFECTS, 2005;
TSUJIMOTO, 2008).

As mudancas cerebrais durante as idades de 12 a 18 anos, marcam a
adolescéncia. As mesmas sao destacadas pelo aumento da substancia branca e
pela diminuicdo da densidade e estabilizacdo das sinapses a nivel de ocorréncia no
cérebro dos adultos. Nos ratos, 0 mesmo ocorre no periodo entre os PN 35-39. Esse
periodo também € marcado pelo tipico comportamento de socializacdo e de risco
(HUTTENLOCHER, 1979; STURMAN; MOGHADDAM, 2011) .

Por fim, o inicio da fase adulta (20 anos de idade+) do desenvolvimento
cerebral € marcada pelo alcance e estabilizacdo dos niveis de neurotransmissores e
sinapses dos adultos. Para os animais, a idade correspondente ao cérebro adulto
humano, ocorre no PN 60+. Nesta fase os comportamentos de risco assumidos na
adolescéncia sdo reduzidos, além da diminuicdo da impulsividade e tendéncias a
manifestacdo de comportamentos relacionados a formacéo familiar (DOBBING;

SANDS, 1979; LAVIOLA et al., 2003; LEBEL et al., 2012). (Tabela 2)

Tabela 2: relacdo idade animal e idade humana com especificacdo de principais

acontecimentos no desenvolvimento anatdmico e comportamental.

Idade ldade A
. Marco neuroanatémico/
humana animal A Marco comportamental
: fisiologico
(anos) (dias)
Aumento da socializacdo e da
2 a 3 anos 20-25 Aumento do peso cerebral »
memoria de trabalho
Especializagdo das redes Aprimoramento da memaria
4 a1l anos 25-35 _ i
neurais do cortex de trabalho
Aumento da substancia Comportamento de
12 a 20 anos 35-49 L )
branca socializacdo e de risco
Estabilizacao dos niveis de L _ o
20 anos + 60+ _ Diminuicdo da impulsividade
neurotransmissores

Fonte: Tabela modificada. Fonte: (SEMPLE et al., 2013)
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1.11 Justificativa e relevancia

O diagndéstico e tratamento do TDAH tem ganhado um destaque polémico na
literatura atual. A abordagem deste transtorno traz dois pontos que merecem
destaque na literatura: o primeiro relata a falta de identificacdo e tratamento
adequado para criancas com este transtorno. J4 o segundo, de forma antagbnica,
retrata 0s nuUmeros excessivos e errdneos de diagnosticos do TDAH.

Estudos indicam que o primeiro ponto mencionado parece caminhar para um
problema de salude publica, uma vez que tem onerado em cerca de 1,8 bilhdo de
reais por ano os cofres publicos, decorrentes de investimentos na repeténcia escolar
e assisténcias médicas ocasionadas pela desatencdo dos pacientes com o
transtorno (MAIA et al., 2015).

Ja o segundo ponto abordado pela literatura retrata o aumento excessivo de
casos do transtorno. Somente nos Estados Unidos, entre os anos de 2000 e 2010, o
namero de casos aumentou em 66%. Esse fato pode estar relacionado ao fator
social, uma vez que o mercado competitivo tem estimulado a busca por melhor
desempenho de forma cada vez mais precoce, atingindo a idade escolar (STEPHEN
P. HINSHAW AND RICHARD M. SCHEFFLER, 2014).

Uma vez que a induastria farmacéutica ja possui medicamentos
comprovadamente eficazes para o tratamento do transtorno em questao, o primeiro
ponto parece ser mais facilmente solucionado (FARMAC; LTDA, 2015). Para tanto
faz-se necessario maior investimento em programas de salde que visem a
diagnosticar e tratar as criancas e adolescentes de forma precisa.

Diferente do primeiro ponto, a medicalizacdo excessiva e/ou errbnea traz um
desafio sem claras definicbes das suas consequéncias, uma vez que 0 uso de
psicoestimulantes pode trazer dependéncia e ainda danos neuropsicolégicos ainda
ndo estabelecidos na literatura.

Estudos realizados por nosso grupo de pesquisa mostraram que a
administragdo de LDX em ratos adultos saudaveis pode desencadear sintomas
comportamentais semelhantes aos da mania, além de provocar alteracdes
bioquimicas relacionadas ao desequilibrio oxidativo, culminado em respostas
oxidativas (MACEDO et al., 2013).

Vale destacar ainda, a popularizacdo destes farmacos como

potencializadores cognitivos. Tal fato pode estar relacionado ao aumento de 180%
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da comercializacdo e provavel utilizacdo de farmacos psicoestimulantes entre os
anos de 2009 e 2011 (ANVISA, 2012).

A infancia e a adolescéncia sdo periodos de desenvolvimento
neuroanatdmico e cognitivo. Somado ao aumento do consumo de
pscicoestimulantes, este fato traz um importante alerta que justifica a investigacao
dos possiveis danos decorrentes do uso de psicoestimulantes por individuos
saudaveis.

Desta maneira fica clara a necessidade de estudos que abordem de forma
mais aprofundada as consequéncias do uso indiscriminado destas drogas. Assim,
este estudo tem como principal intuito colaborar com o meio cientifico a fim de que
se possa de forma translacional, entender melhor as consequéncias do uso deste

medicamento por individuos saudaveis.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar as alterac6es comportamentais e neuroquimicas, em areas cerebrais
relevantes para a cognicdo, de ratos tratados com doses repetidas de
lisdexanfetamina na infancia e/ou periadolescéncia, com o intuito de colaborar com a
literatura vigente quanto ao conhecimento das consequéncias comportamentais e

neurobioldgicas decorrentes do uso indiscriminado de farmacos psicoativos.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar o comportamento de animais tratados com LDX pelo periodo de uma
a trés semanas, iniciando na infancia e se estendendo até a periadolescéncia;

- Avaliar os niveis de marcadores de estresse oxidativo em animais saudaveis
submetidos ao uso de LDX por um periodo continuo de uma, duas e trés semanas;

- Avaliar os niveis de marcadores referentes a neuroinflamag¢do em animais
saudaveis submetidos ao uso de LDX por um periodo continuo de uma, duas e trés

semanas.



37

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos com peso inicial de aproximadamente
60g. Os animais foram provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do
Ceard (UFC). Durante todo o periodo de experimentacdo, os animais foram
submetidos a um ciclo claro/escuro de 12 h e ambientados em grupos de 6 animais
por caixa com livre acesso a comida e agua. A temperatura ambiente média foi de
24°C, podendo a mesma ter variagao de mais ou menos 2°. Diariamente, 60 minutos
antes do inicio da administracdo das drogas, 0 peso dos animais foi verificado a fim
de atestar a saude e responsividade dos mesmos. Todas as administracdes
necessarias para a execucao do projeto foram realizadas entre o periodo de 8 e 10
da manha. O projeto foi aprovado pelo Comité de ética e pesquisa animal (CEPA) da
UFC sob o numero 03/2015. Os experimentos foram conduzidos de acordo com o
Guia de Cuidados e Usos de Animais de Laboratério do Departamento de Saude e

Servigos Humanos dos Estados Unidos da América.

Idade dos animais

Os animais utilizados apresentavam idade inicial de 25 dias e idade final de
até 45 dias e peso médio de 65g no inicio do tratamento. A faixa etaria mencionada
foi selecionada para dar inicio ao estudo por compreender a infancia e o periodo
peripuberal do animal (Tabela 3). De maneira comparativa ao ser humano tal limite
de tempo, corresponde ao inicio da puberdade, idade onde existe grande
susceptibilidade ao desenvolvimento de psicopatologias em individuos vulneraveis,
uma vez que se trata de um periodo de grandes transi¢des fisicas e emocionais,
estresse e sensibilidade a estimulos emocionais (FERREIRA, 2002)(SEMPLE et al.,
2013). Além disto, a janela etaria dos animais utilizada na pesquisa em questao esta

relacionada também a idade humana onde pode ser iniciado o uso da LDX.
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Tabela 3: Correspondéncia entre idade dos ratos e do ser humano e relacao

do tempo de tratamento dentro do periodo de faixas etarias correspondentes

Periodo Idade Tempo de Equivaléncia de tempo de
meédio de aproximada | tratamento tratamento entre animais e
vida dos de vida nos humanos neste protocolo
animais humana animais experimental*
25-31 dias 4 a9 anos 1 semana 2 anos
32-38 dias 9al3anos | 2semanas 2 anos
39- 45 dias 13 a 16 anos | 3 semanas 7 meses

.Fonte: Adaptado de (SEMPLE et al., 2013)
* De acordo com (SENGUPTA, 2013)

3.2 Drogas, doses e vias de administracéo

No presente estudo foram utilizados o Dimesilato de Lisdexanfetamina (LDX;
Vyvanse ®, Shire, EUA) e solucéo salina.

Dismesilato de lisdexanfetamina

O dismesilato de lisdexanfetamina foi utilizado em animais sham. A escolha
da concentracédo de LDX utilizada como dose teste para 0s animais submetidos ao
tratamento foi obtida através dos parametros que respeitavam a toxicidade da droga
para 0 animal. Em tratamentos agudos de apenas um dia, a dose letal (DL50)
apresenta concentracdo de 1000mg/Kg /dia. Ja para tratamentos que perduram por
7 dias a DL50 passa a ser de 300mg/Kg/dia. Por fim, para tratamentos cronicos que
se estendem por 28 dias, a DL50 obtida foi de 80 mg/Kg/dia (KRISHNAN;
MONTCRIEF, 2007). Vale ressaltar que todos os valores mencionados s&o
referentes a DL50 em ratos.

Além disto, a fim de que o estudo animal obtivesse maior relacdo
translacional, foi realizado o célculo da dose equivalente em humanos onde foi
considerado o valor da concentragdo méaxima recomendada na posologia do
farmaco que é de 70 mg/dia (FARMAC; LTDA, 2015).

Para os calculos, foi considerado o Kn, (coeficiente utilizado pelo autor) de 25
para humanos e 6 para o rato, de acordo com a literatura fonte (REAGAN-SHAW,
NIHAL; AHMAD, 2016) e como mencionado anteriormente foi utilizado o valor de
dose equivalente para humanos (HED) de 70 (FARMAC; LTDA, 2015).
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Assim, a formula descrita abaixo (Figura 7) foi utilizada para se obter o valor
da concentracéo inicial do tratamento.
Figura 7: Formula da relacdo entre dose clinica em humanos e dose pré-

clinica em animais.

Animal Km

HED (mg/kg) = Animal dose (mg/kg) multiplied by
Human Km

Fonte: (REAGAN-SHAW; NIHAL; AHMAD, 2016) HED=dose equivalente em humanos

Desta maneira foi iniciada a primeira semana de administragdo da droga com
a concentracdo de 10 mg/Kg/dia (dose que esté abaixo da concentracdo equivalente
humano). Por tratar-se de uma anfetamina, foi realizada uma progressdo semanal
das doses administradas a fim de se evitar o desenvolvimento de tolerancia a droga
em questdo (RANG et al., 2011). Assim, foi realizado um aumento progressivo da
mesma, sendo a concentragéo na segunda semana de tratamento de 13 mg/Kg e na
terceira 18mg/Kg. A droga foi diluida diariamente e sua administracao foi realizada

via gavagem.

Solucéo salina

Animais que compuseram 0 grupo controle receberam apenas a solugéo
salina, mantendo assim o0 estresse decorrente da administracdo sofrida pelos
animais dos demais grupos e ainda experimentacdo das condicbes ambientais

vividas pelos animais em teste, porém sem interferéncia de farmacos.

3.3 Desenho experimental

Como mencionado anteriormente, os animais foram provenientes do biotério
central da UFC, desta maneira, logo que recebidos os mesmo eram pesados a fim
de se estabelecer uma idade aproximada do animal a partir do seu peso, assim
esperava-se que o peso meédio fosse de 65g. Apds a constatacdo do peso/idade
adequada dos animais, os mesmos foram divididos em 2 grupos: LDX e Sal .
Posteriormente os animais de cada grupo foram subdivididos em trés subgrupos que
representavam o tratamento por 1, 2 ou 3 semanas continuas. A identificacdo dos

grupos era feita por uma sigla que era composta inicialmente pelo numero de
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semanas de tratamento, seguido pela sigla do grupo pertencente, por exemplo:

Grupo LDX tratados por uma semana era representado como 1 LDX ( Figura 8).

Figura 8: representacdo esquematica dos grupos dos animais formados para

realizacdo do estudo.

3 semanas
2 semanas
—
1 semana ; 142 dia
72 dia Marco temporal
48 32 16 N de animais
1 LDX 2 LDX 3 LDX Sigla dos grupos tratados
1 SAL 2 SAL 3 SAL

Etapas do tratamento

Testes de comportamento Testes de comportamento Testes de comportamento
Eutanasia (16 animais)

Dissecacao

Fonte: Préprio autor

Eutanasia (16 animais)
Dissecacao

Eutanasia (16 animais)
Dissecacao

ApGs estarem devidamente pesados e identificados, os animais eram levados

a sala de experimentacdo, onde eram condicionados em namero de 6 animais por

gaiolas com dimensdes de 50X60X22cm.

De acordo com o grupo ao qual pertencia, o animal foi tratado por uma, duas

ou trés semanas. Todos receberam as drogas mencionadas anteriormente, via

gavagem. De acordo com qual grupo pertencia, ao final de cada periodo de

tratamento, os animais eram submetidos a testes de comportamento e por fim eram
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eutanasiados por decaptacdo e dissecados com o intuito de coletar as areas
cerebrais de interesse para a pesquisa. De acordo com a relevancia dos resultados
obtidos, foram posteriormente, realizadas investigacbes mais especificas e
aprofundadas como: niveis de citocinas pré e antinflamatérias, receptor AT1 e

atividade microglial, para regides cerebrais e grupos tratados mais especificos.

3.4 Testes realizados

Um dia antes da realizagdo dos testes, os animais foram conduzidos e
armazenados na sala de comportamento, a fim de que ocorresse a aclimatagédo dos
mesmos. Os testes ocorreram ao final de cada periodo de tratamento de acordo com
0 grupo ao qual o animal estava vinculado, se de uma, duas ou trés semanas de
tratamento. Todos os testes foram realizados no ultimo dia de tratamento dos
animais, pelo menos 2 horas depois da ultima administracdo de LDX ou salina. O
periodo de ciclo claro dos animais foi respeitado e os testes ocorreram entre 8 e 14
horas.

Em todas as transferéncias entre gaiola e aparatos bem como durante as
administragdes, os animais foram manipulados de forma firme e gentil, sendo
segurados pelo meio do corpo, por baixo de suas patas dianteiras. Em nenhum

momento os animais foram manipulados pela cauda.

3.4.1 Testes de comportamento

3.4.1.1 Teste campo aberto (Open field)

Ha& décadas o teste de campo aberto tem sido realizado para analisar a
atividade exploratéria e locomotora do animal. Por sua simplicidade o teste é
amplamente utilizado com o intuito de avaliar comportamentos ansiosos e
depressivos (ARCHER, 1973; STANFORD, 2007; WALSH; CUMMINS, 1976). Para
realizagdo do teste foi utilizada uma arena quadrangular com area 500 x 500 mm,

composta por quatro paredes de acrilico, sem tampo e com a base apoiada ao solo
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na cor preta (Figura 9 A). Frequentemente, para realizacdo deste teste, as caixas de
acrilico tem o fundo dividido em 5 arenas a fim de que se possa contabilizar o
namero de quadrantes explorado pelo animal, no presente trabalho, no entanto, foi
utilizado o software video tracking versdo 3.0.03 da Panlab Harvard Apparatus®
(SMART) que além de fazer essa divisdo de quadrantes de forma digital, contabiliza
de forma automatica a atividade exploratoria do animal, fazendo com que, desta

maneira, o estudo tenha mais confiabilidade e menos viés (Figura 9 B).

Figura 9: Representacéo do aparato campo aberto

Fonte adaptada de (LIMA, 2016). Figura A representa a captura de tela do aparato utilizado
para realizacdo do teste. Figura B representa o desenho do deslocamento de um animal, a partir do
software. Fonte do préprio autor.

O teste registrou a atividade exploratéria do animal pelo periodo de 10
minutos e ao fim deste tempo, era exibido o mapa da trajetoria realizada, além de
monitoracdo de outros parametros possiveis de serem analisados somente com este
suporte. Desta maneira, além de analisada a atividade exploratéria do animal, foi
avaliada a atividade global do animal, o tempo de permanéncia no quadrante central
e a porcentagem de permanéncia no quadrante central. O niamero de vezes em que
o0 animal elevou-se nas patas traseiras (rearing) e que realizou o movimento de
autolimpeza (grooming), também foi analisado, porém de forma observacional.

Como se pode observar na figura 9 A, o desenho realizado pelo programa a

fim de realizar a divisdo das arenas, possui uma arena em formato circular. Ha mais
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de 40 anos atras ja Royce 1977, ja mostrava que a permanéncia de um rato na zona
central do aparato open field, podia ser indicativo de comportamento ansioso, uma
vez que 0s animais saudaveis tendem a permanecerem proximos a periferia
explorando a arena de forma mais “segura’(MOOSBRUGGER; FISCHBACH,;
SCHERMELLEH-ENGEL, 1977).

Por fim, o teste foi realizado entre 8 e 11 da manha. O ambiente foi mantido
com baixa luminosidade e ausente de ruidos. Os animais foram introduzidos no
open field pelo quadrante superior direito e permaneciam cerca de um minuto, para
que ocorresse uma pequena adaptacao ao hovo ambiente.

ApoOs o teste, os animais eram devolvidos as suas caixas-moradia. Ao fim do
uso da arena por cada animal, foi feita a assepsia do aparato com alcool etilico a
15% para evitar viés decorrente do odor do rato testado anteriormente.

3.4.1.2 Teste do labirinto em Y (Y-Maze)

O labirinto em Y consiste em um aparato formado por trés bracos de cor
branca opaca que distam uma do outro cerca de 120°, formando assim, um triangulo
em seu centro (Figura 10A). Cada brago do aparato possui 75,5 cm de comprimento,
34,5 cm de altura e 11,7 cm de largura, sendo esta suficiente para um perfeito
deslocamento do animal.

O teste foi criado com o intuito de analisar o comportamento do animal quanto
a exploracdo de novos ambientes. O instinto do rato é explorar novos espacos,
desta maneira esperasse que diante de trés bracos, ainda que idénticos, o animal
tenha preferéncia a adentrar um espaco diferente ao visitado anteriormente, para
tanto o animal utiliza dentre outras regides cerebrais, o cértex pré-frontal que esta
relacionado a cognicdo e o hipocampo relacionado a memoéria de trabalho
(CONRAD et al., 2003; MELLO-CARPES; IZQUIERDO, 2013)

O teste era iniciado com a insercédo do animal no centro do aparato, voltado
para dois dos bracos. A partir de entdo era cronometrado um tempo de oito minutos
para que o mesmo realizasse a exploragdo ambiental do equipamento. O movimento
do animal foi registrado de forma manual pelo proprio executor do teste, de maneira
gue fosse anotada a sequéncia de entrada do animal nos bracos do aparato, que
estavam enumerados de 1 a 3 no sentido horéario (Figura 10B). Ao fim do tempo
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mencionado, era encontrada a sequéncia de entradas do animal nos bracos do

aparelho.

Figura 10: Representagéo do aparato Y-Maze

Figura A: Fonte: RIKEN, 2011. Figura B:. Fonte: Préprio autor.

De posse dos dados coletados, era analisada a quantidade de alternancias
realizadas pelo animal observado, onde trés entradas em bracos diferentes
caracterizava uma alternancia correta, ao passo que um retorno ao brago
anteriormente visitado, configurava um erro.

Em seguida foi realizado o célculo da porcentagem de alternancia, de acordo
com a férmula representada na figura abaixo (Figura 11). Por fim, vale ressaltar que
ao término de cada teste, era realizada a assepsia do aparelho com &lcool 15%,

antes da introducéao do novo animal a ser testado
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Figura 11: Formula utilizada para calcular a porcentagem de acertos no teste Y-
Maze.

A s . N° de alternancias
% Alternancia espontanea = X 100

N° de entradas totais - 2

3.4.1.3 Teste reconhecimento do objeto novo (The novel object recognition_NOR)

O teste de reconhecimento do objeto (NOR) novo foi desenvolvido em 1980 e
teve como principal objetivo analisar o comportamento animal relacionado a
amneésia. Desde sua criacao o teste tem passado por adaptacdes no seu protocolo e
sua aplicagdo vem sendo utilizada com diversos objetivos, tais como analisar
comportamentos ansiosos, memaria de trabalho, atencdo e meméria de curto prazo
nos animais. (ENNACEUR; MELIANI, 1988; GOULART et al., 2010)

Estudos mostram que em casos de lesdo do hipocampo e/ ou do cértex
cerebral, ocorre a diminuicdo do interesse do animal pelo objeto novo, outras
investigac6es mostraram a relacédo da transmissao noradrenérgica hipocampal com
a atividade de memoria de curta duracdo (BUCKMASTER, 2004; NEVES et al.,
2013). O presente estudo investigou a memoria de curta duracdo (MCD).Para tanto
o teste do reconhecimento do objeto novo quando realizado foi composto por trés
fases, discriminadas abaixo (figura Z) (TAGLIALATELA et al., 2010):

1- Habituacdo - Os animais eram introduzidos individualmente numa arena
semelhante a utilizada no teste campo aberto, ja descrita anteriormente (item
3.4.1.1). Para realizacdo desta primeira etapa, 0 equipamento estava previamente
limpo e vazio de objetos. Neste ambiente o animal permanecia por 10 minutos. Apos
o final deste tempo, o animal voltava para sua caixa moradia e permanecia na
mesma por um periodo de 24 horas (Figura 12A).

2- Familiarizagéo - ApOs o periodo de 24 horas ap0s a fase de habituacéo, os
animais eram introduzidos novamente no equipamento do campo aberto que ja se

encontrava higienizado com alcool 70-75%. Neste momento 0s animais previamente
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adaptados, ndo sentiam necessidade de explorar o ambiente. Dentro do
equipamento encontravam-se dois objetos dispostos de forma simétrica e distando
10 cm das paredes da caixa. Tratava-se de dois brinquedos Lego, iguais em
tamanho, peso e forma que assim como a caixa, também se encontravam limpos
com alcool (figura 12B). Foi observada a aproximacao dos animais e foi considerada
uma exploracdo dos mesmos pelos objetos, quando estes fizessem contato com os
objetos por 20 segundos. O contato em questéo se tratava de aproximagao de pelo
menos 2 cm entre 0 animal e o brinquedo, toque com a pata e focinho, também
foram considerados como maneira de conhecimento deste objeto (ENNACEUR;
MELIANI, 1988). Ao final deste periodo, os animais voltavam para sua caixa moradia
e ali permaneciam por dois minutos antes de iniciar a ultima fase de protocolo do
teste.

3- Teste de exploracdo do objeto novo - Por fim, o teste de exploracdo do
objeto novo iniciava-se com a introducdo do animal novamente no campo aberto,
porém nessa Ultima fase o rato era exposto a dois objetos, onde um era aquele ja
conhecido pelo animal na fase 2 acima descrita, ao passo que 0 outro, correspondia
a um objeto diferente do apresentado previamente ao animal. Todo o material
utilizado foi higienizado com alcool 70-75%. O teste propriamente dito iniciava-se a
partir do instante no qual o animal adentrava o campo aberto. Assim, por um tempo
de 10 minutos, o animal tinha liberdade para aproximar-se ou do objeto novo ou do
familiar. O tempo no qual o animal dedicava a explorar cada objeto era registrado

em paralelo ao tempo total de realizacao do teste (Figura 12 C).
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Figura 12: Representacdo esquematica do teste de reconhecimento do objeto

novo

'\ o \ \
T, L i)

Fonte: Proprio autor. Figura A- fase de habituacéo, figura B- Fase de familiarizacdo e figura C-

fase de teste.

Ao final dos dez minutos era obtido, assim, o tempo de exploracdo de cada
objeto e de posse destes dados era possivel realizar o calculo do indice de
reconhecimento do objeto novo (NOR) que é dado pela diferenca entre o tempo de
exploracdo do objeto novo (T2) e o tempo de exploracdo do objeto familiar (T1),
dividido pelo somatério dos tempos de exploracdo dos objetos (T1+T2),
representado pela formula abaixo (Figura 13):

Figura 13: Representacdo da formula para calculo do indice de reconhecimento

do objeto novo

T2-T1
NOR =
T2+T1

3.4.2 Testes neuroquimicos

Apbs a realizagdo dos testes de comportamento acima descritos, 0s animais
foram eutanasiados pelo método de decapitacdo. Tal método foi o escolhido por
promover preservacao do tecido encefalico o qual foi extraido e analisado e ainda

por evitar um possivel viés no estudo por contaminagédo de farmacos sedativos nédo
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participantes da pesquisa (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002). Desta maneira,
imediatamente ap0s a eutanasia, 0s animais tiveram os encéfalos extraidos e
dissecados afim de que se obtivessem as &reas do coOrtex pré-frontal, hipocampo e
corpo estriado. Durante o processo de extragdo o0s tecidos obtidos foram
manipulados sob uma placa de Petri revestida por papel aluminio e contendo gelo.
Concluida a dissecacdo as areas retiradas foram devidamente pesadas e

armazenadas a -70°C.

3.4.2.1 Avaliacao de estresse oxidativo

Para avaliacdo dos niveis de radicais livres as areas cerebrais coletadas
foram homogeinizadas com uma solucdo de tampéao fosfato de potassio de pH 7,4 e
0,1M. Os homogenatos foram centrifugados a uma velocidade de 10.000 rotacdes
por minuto (rpm) durante 15 minutos.

3.4.2.1.1 Determinagé&o da concentragéo de Glutationa Reduzida (GSH).

Como mencionado anteriormente, a alteracao na concentracdo de GSH pode
ser considerada como indicativo de desequilibrio oxidativo. Desta maneira, a
investigacdo das concentracfes desta enzima foi realizada com a finalidade de
estabelecer uma relacéo entre o uso de LDX e a ocorréncia de estresse oxidativo.

Para quantificar os niveis de GSH nas trés areas cerebrais extraidas,
coletados 400uL do sobrenadante foram retirados e adicionados a 320uL de agua
destilada e mais 80pL de acido tricloroacético a 50%. A solucéo obtida foi agitada e
centrifugada a 3000 rpm por 15 minutos. Depois de centrifugada, foi retirado 400uL
do sobrenadante e adicionados 800uL de tampao Tris-HCI 0,4M, pH 8,9 mais 20yl
de Reagente de Ellman (DTNB) 0,01M. Finalmente, foi feita a leitura da placa sob
um comprimento de onda de 412nm através no espectrofotbmetro. A concentragao
de glutationa reduzida foi expressa em nanogramas de GSH/g de tecido, tendo por
base uma curva padrdo(SEDLAK; HANUS, 1982).

3.4.2.1.2 Determinagéo dos niveis de peroxidacao lipidica

Dentre as macromoléculas susceptiveis aos danos do estresse oxidativo, 0s

lipideos, principalmente os fosfolipidios e os acidos graxos se destacam. Assim,
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existe uma relacéo direta entre este desequilibrio oxidativo e o nivel de peroxidacao
lipidica. Quando oxidados os fosfolipideos que compdem a parede celular sdo
catabolizados e originam o MDA como produto secundério. Desta maneira, 0 método
para determinagcdo dos niveis de peroxidacédo lipidica, envolve a quantificacdo dos
niveis de MDA (CATALA, 2011; SCOLARO et al., 2012).

Para realizacdo desta quantificacdo 125 pl de cada homogenato foi
adicionado a 225 uL de tampao fosfato de potassio monobésico 50 mM, pH 7,4 e a
125 pL de um sistema catalisador contendo sulfato ferroso e &cido ascorbico em um
tubo de ensaio. Esta mistura foi incubada a 37 °C por 30 min.

A reacéo obtida foi interrompida pela adigao de 250 pl de acido tricloroacético
10 %, seguida da centrifugacdo desta mistura a 3000 rpm por 15 min. Apés
centrifugacdo o sobrenadante foi separado e acrescido a este 250 [IL de &acido
tiobarbittrico 0,8 %. A solucdo foi agitada e mantida em Banho Maria com agua
fervente (100 °C) por 15 min e logo em seguida foi retirada do Banho Maria e
colocada em um banho de gelo para o retorno da reacéo a temperatura ambiente.

A leitura foi feita em leitor de placas com comprimento de onda ajustado para
532 nm pelo espectofotometro. Como padréo, foram utilizadas varias concentracées
de MDA (0,627 a 16,77 umol). Os resultados foram expressos como pmol/mg de
proteina (BEVINS, R. A.; BESHEER, 1979).

3.4.2.2 Dosagem de interleucinas IL 16 e IL-4

As interleucinas pertecem a uma das subdivisbes do extenso grupo de
citocinas. Essas proteinas participam de cascata de reacdes que podem sinalizar
processos pro e anti-inflamatorio (CLARK, 2013).

Nesse estudo foram investigadas as interleucinas 18 que tem um expressao
pré-inflamatéria, e interleucina 4 que tem expressdo anti-inflamatéria, com a
finalidade de tracar uma relacdo do uso de LDX com um possivel desencadeamento
de processo neuroinflamatério.

Para realizar esta quantificacéo foi utilizada a técnica de ELISA, por meio de
ensaio imunoenzimatico. Inicialmente, o hipocampo dissecado dos animais foi
homogeneizado a 8 volumes de tampé&o Phosphate-bufferid saline (PBS) com pH de
7,4.
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De posse da placa de ELISA contendo 96 pocos, foram introduzidos 100uL do
anticorpo de captura para a interleucina avaliada, no caso IL13 ou Il-4. Essa
incubacdo ocorreu em temperatura ambiente, por um periodo de 18 horas. Apos
esse periodo, as placas foram lavadas 3 vezes com 200uL de tampéao de lavagem e
por 1 hora permaneceram com 200ul de albumina sérica bovina (BSA) 1% para
garantir que ndo ocorressem ligacfes nado-especificas de proteinas aos tubos de
ensaio e membranas.

Apos o tempo de bloqueio, foram introduzidos 100ul da amostra ou da curva
padrdo aos pocos e iniciou-se uma nova incubacdo que durou 2 horas em
temperatura ambiente. Em mais uma etapa do processo, a placa foi lavada (200uL
de tampéo lavagem) e incubada com anticorpo de deteccdo para a interleucina
analisada pelo periodo de 2 horas. Posteriormente a placa foi lavada 3 vezes com
tampao de lavagem e em seguida incubada com estreptavidina (100uL) por 20
minutos. Por fim, a placa foi lavada 3 vezes com tampéao lavagem e acrescido 100uL
da solucéo do substrato de revelagdo em cada pocgo. A reacdo ocorreu por 20
minutos em temperatura ambiente e foi protegida da claridade por se tratar de uma
reacao fotossensivel, quando foi entdo interrompida com a introducdo de 50uL da
solugao de parada (H2SOa4). A leitura da placa foi realizada sob um comprimento de
onda de 450nm com resultados expressos em pg/mL(THERMO SCIENTIFIC, 2010).

3.4.3 Expressao de proteinas microgliais e receptor AT1 (compactar NOR
e BLOT)

A técnica denominada immunoblot, mas mais conhecida como Western Bolt,
foi desenvolvida em 1979 e teve como finalidade realizar a quantificacdo de
proteinas em amostras teciduais ou fragmentos celulares. Trata-se de uma técnica
complexa que pode ser resumidamente descrita em trés fases (MAHMOOD; YANG,
2012): Extracdo das proteinas, Dosagem das proteinas; e Técnica de Western
Blotting.

No presente estudo realizou-se a extracdo proteica de microglias e de
receptor AT1 proveniente do hipocampo dos animais. Para tanto se seguiu as
etapas mencionadas acima e descritas a seguir.

a. Extracdo das proteinas

Para extracdo, os hipocampos foram macerados com uso do cadinho e pistilo

de nitrogénio liquido. O resultado foi colocado em um microtubo acrescido a 100uL
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de tampédo RIPA ( Tabela 4) e inibidor de protease (1uL de inibidor de protease:
100uL de RIPA), sendo a mistura agitada em vortex 3 vezes por 30 segundos em
intervalos de 10 minutos entre elas. Posteriormente as amostras foram centrifugadas
por 17 minutos, a 4°C e com velocidade de 13000 rpm. Apds a centrifugagdo o
sobrenadante (onde estdo inseridas as proteinas) obtido foi coletado e armazenado
em um novo microtubo.

b. Dosagem das proteinas

Para realizar a dosagem de proteinas, foi utilizado o método de ensaio de
Bradford que se embasa na mudanca de cor do corante Coomassie Blue G-250 que
em solucado acida permanece em cor vermelha (absorbancia de 465nm) e revela em
cor azulada na presenca de proteinas (absorbancia de 595nm). Assim, foram unidos
160 pL de amostra a 40 pL de solucdo de Bradford nas placas. Para quantificar a
concentracdo de proteinas na amostra foi feita uma curva de calibracdo com BSA de
0,2 a 1,0 mg/mL. A curva tem o0 objetivo de partir encontrar a equacdo de ajuste
linear na qual é possivel substituir os valores médios de absorbancias das amostras,
obtendo-se assim os valores da concentracdo das proteinas. Diante disto e da

calibracdo previamente realizada a leitura foi feita por espectrofotémetro (595 nm).

c. Técnica de Western Blotting

A técnica é formada por varias subfases. Desta maneira, para que o protocolo
ficasse mais didatico e de facil execucdo, o mesmo foi definido em pontos
sequenciais, enumerados abaixo:

1- Preparou-se a mistura de 50uL da proteina de cada amostra

adicionada ao tampé&o da amostra (Tabela 4) e B mercaptoetanol foi misturada

em vortex por 10 s, aquecida em banho maria por 5 min em uma temperatura

de 95°C e centrifugada em velocidade de 10000 rpm em temperatura de 4°C

por 30s.

2- Realizada a eletroforese vertical das proteinas em gel de

poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) em dois momentos: 60 Volts (V) nos

primeiros 15 min para deposi¢cao das amostras no fundo do poco e 120 V para

0 restante da corrida, onde foi utilizado gel a 10% e tampao de corrida (

Tabela 4).
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3- Transferéncia das proteinas realizada em tampé&o de transferéncia
(Tabela 4) do gel para a membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) num

periodo de duas horas a 100V.

4- Bloqueio das membranas com intuito de promover a reducao de ligacdes
inespecificas. Procedimento ocorreu sob constante agitacao e foi realizado
com BSA a 5% em tampao salina Tris HCI suplementado com Tween 20
(TBST).

5- Lavagem das membranas com TBST (3 com duracdo de 10 minutos
cada)( Tabela 4), seguida de incubacdo das membranas com anticorpos rat
anti- Dopamine DRD2 IgG primary antibody (1:1000) e rat anti-a- tubulin 1gG
primary antibody (1:4000), diluidos em 1% BSA em TBST, pelo periodo
overnight em temperatura de 4°C e sob constante agitacdo. Repetidas as trés
lavagens iniciais deste passo. (IBA)

6- Incubacdo das membranas com anticorpo secundario HRP-goat anti-

rabbit 1gG (1:1000) ou HRP- goat anti-mouse IgG (1:1000) em temperatura

ambiente por um periodo de 2 horas.

7- Por fim, as membranas foram lavadas com TBST mais 4 vezes por um

periodo de 10 minutos cada. Apds este periodo foi adicionado o reagente da

qguimiluminescéncia por 5 minutos e posteriormente foi feita a captura das
imagens pelo sistema ImageQuant 300 Imager e a densidade das bandas por

um software de imagem.
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Tabela 4: Tampdes utilizados no protocolo Western Blotting e suas respectivas

composicoes.

Tamp®des utilizados

Composicao

RIPA

25 mM Tris-HCI pH 7,6; 150 mM
NaCl; 5 mM EDTA; 1% NP-40;
1% triton-X- 100; 1% deoxicolato
de sadio; 0,1% SDS

Tampao da amostra

(BioRad, EUA 65,8 mM Tris-HClI,
pH 6,8; 26,3% glicerol; 2,1%
SDS; 0,01% azul de bromofenol)

Tampao corrida

25 mM Tris; 192 mM glicina; 1%
SDS

Tampao de transferéncia

25 mM Tris; 192 mM glicina; 20%

metanol)

TBST

(TBST- 20 mM Tris pH 7,5; 150
mM NacCl; 0,1% Tween 20

3.5 Andlise estatistica

A analise 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 resultados foram analisados pelo teste Two way ANOVA seguido

do teste de Bonferroni’'s como teste post hoc para comparacdes multiplas e

expressas como média (x+ EPM). Para a analise estatistica dos fatores “tempo de

tratamento” e “grupos tratados” foram considerados o nivel critico para rejeicdo da

hip6tese de nulidade menor que 0,05 (P< 0,05). A correlagdo entre os resultados

comportamentais e neuroquimicos foi feita por analise de correlagéo bivariada de

Pearson.
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4 RESULTADOS

4.1 Testes de comportamento

4.1.1 Campo Aberto (Open field)

Na avaliacdo do parametro atividade locomotora animal (Figura 14), ANOVA
de duas vias revelou que houve interacdo significativa entre os dois fatores
avaliados: “semanas de tratamento” e “grupos tratados” [F (4, 63) = 3,386, P=
0,0143].

O teste post hoc revelou um aumento na atividade exploratdria global dos
animais tratados com LDX na segunda semana de tratamento em relacdo aos
animais que receberam salina (P< 0,001), ndo havendo alteracdo significativa na
distancia total percorrida (Figuras 14 e 15).

A avaliacdo do parametro Rearing mostrou interacdo significativa entre os
fatores “semanas de tratamento e “grupos tratados” [F (2, 39) = 4,135;P = 0,0235].
Pode-se observar ainda um aumento significativo desta atividade motora nos
animais submetidos ao uso de LDX na primeira semana de tratamento quando
comparados aos que receberam apenas salina (P< 0,01) (Figura 16)

A avaliacdo estatistica da ANOVA duas-vias para o0 parametro tempo de
permanéncia no quadrante central revelou que houve interacdo significativa entre os
fatores “semanas de tratamento” e “grupos tratados” [F (4, 56) = 3,748, P = 0,0090]
(Figura 17).

De acordo com os resultados obtidos nos testes post hoc, pode-se observar
um aumento significativo da permanéncia no centro do aparato pelos animais
tratados com LDX por trés semanas quando comparados aos tratados também com
LDX por uma (p< 0,001) e por duas semanas (p< 0,001). O post hoc revelou ainda
gue os grupos LDX vs. Salina tratados por trés semanas apresentaram uma
diferenca significativa entre eles, sendo essa um aumento da permanéncia no
guadrante central do open field pelos animais que receberam LDX (p< 0,0001).

Na avaliacdo da frequéncia com a qual ocorriam 0s movimentos de
autolimpeza do animal ou também chamado grooming (Figura 18), os resultados
mostraram que houve uma interagao significativa entre os fatores “semanas de
tratamento” e “grupos tratados” [F (4, 60) = 5,875 P = 0,0005]. O teste post hoc

revelou que ndo ocorreram variacao significativas para o fator grupos tratados,
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porém ao ser observado o fator tempo de tratamento, revelou-se uma reducao
significativa deste comportamento entre os grupos salina tratados na primeira e
segunda (p< 0,001); primeira e terceira ( p< 0,001) e segunda e terceira semanas de
tratamento (p<0,001), e ainda entre os grupos LDX tratados entre a primeira e

segunda (p<0,05); primeira e terceira semanas de tratamento (p< 0,001).
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Figura 14: Atividade locomotora desempenhada pelos animais tratados com doses
progressivas de lisdexanfetamina por 1, 2 ou 3 semanas.

Open field _atividade global

20000
9 ook B SAL
[
LDX
£ 15000~ ‘ T
g
2~
O £10000- -
3
O -
S 5000
=
2
0] 1 1 I
o’z’\/ (&q, N
2 2 2
S S S
24 ¥ 2d

Os ratos foram tratados com Salina ou Lisdexanfetamina pelo periodo de 1 semana (LDX 10 mg/Kg),
2 semanas (LDX 13mg/Kg) e 3 semanas (LDX 18mg/Kg). Os animais foram submetidos ao teste do
campo aberto ao fim de cada periodo de tratamento. As barras representam a média + E.P.M do
deslocamento realizado pelos animais dentro do aparato por 5 minutos. A andlise dos resultados foi
feita através de two-way ANOVA, post- hoc Bonferroni. Os simbolos representam a relacdo de
comparacao tendo como parametro base o grupo salina (*) e LDX (B) . Valores de significancia *p, p,
< 0.05; **p, PBp <0.01, ***p, PBRp, < 0.001. Abreviacdes: Lisdexanfetamina (LDX), Lisdexanfetamina



Figura 15: Mapa do trajeto percorrido pelos animais no campo aberto
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Fonte: Proprio autor. Captura do software que retrata o0 mapa individual do deslocamento de
cada animal no periodo de tratamento realizado com seu respectivo farmaco.
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Figura 16: Numero de rearings realizados pelos animais tratados com doses
progressivas de lisdexanfetamina por 1, 2 ou 3 semanas.

s Rearings
100-
T
= 80+ Bl SAL
g LDX
©  60-
wn
[®))
g 40=
@©
)
X 20 -
—
LIl 1 B
N a2 %
(g 2> (d
& & &
&? ? &

Os ratos foram tratados com Salina ou Lisdexanfetamina pelo periodo de 1 semana (LDX 10 mg/Kg),
2 semanas (LDX 13mg/Kg) e 3 semanas (LDX 18mg/Kg). Os animais foram submetidos ao teste do
campo aberto ao fim de cada periodo de tratamento. As barras representam a média + E.P.M do
movimento de rearings realizados pelos animais dentro do aparato por 5 minutos. A andlise dos
resultados foi feita através de two-way ANOVA, post- hoc Bonferroni. Os simbolos representam a
relacdo de comparagdo tendo como pardmetro base o grupo salina (*) e LDX (B). Valores de
significancia *p, Bp, < 0.05; **p, Bfp <0.01, ***p, PBRp, < 0.001. Abreviacdes: Lisdexanfetamina (LDX),
Lisdexanfetamina
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Figura 17: Tempo de permanéncia no quadrante central dos animais tratados com
doses progressivas de lisdexanfetamina por 1, 2 ou 3 semanas.
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Animais tratados com Salina ou Lisdexanfetamina pelo periodo de 1 semana (LDX 10 mg/Kg),
2 semanas (LDX 13mg/Kg) ou 3 semanas (LDX 18mg/Kg). Os animais foram submetidos ao teste do
campo aberto ao fim de cada periodo de tratamento. As barras representam a média = E.P.M do
deslocamento realizado pelos animais dentro do aparato por 5 minutos. A andlise dos resultados foi
feita através de two-way ANOVA, post- hoc Bonferroni. Os simbolos representam a relacdo de
comparacdo tendo como parametro base o grupo salina ( *) e LDX (B) Valores de significancia *p, p,
< 0.05; **p, BBp, <0.01, ***p, BRBp, < 0.001, ****p, BRBBp, < 0.0001). AbreviacGes: Lisdexanfetamina.



61

Figura 18: Frequéncia de realizacdo do movimento de auto-limpeza (grooming) dos
animais tratados com doses progressivas de lisdexanfetamina por 1, 2 ou 3

semanas.
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Animais tratados com Salina e Lisdexanfetamina pelo periodo de 1 semana(LDX 10 mg/Kg), 2
semanas (LDX 13mg/Kg) e 3 semanas (LDX 18mg/Kg). Os animais foram submetidos ao teste do
campo aberto ao fim de cada periodo de tratamento.Neste teste foi contabilizado o numero de

movimentos de autolimpeza realizados pelo animal

As barras representam a média + E.P.M do

deslocamento realizado pelos animais dentro do aparato por 5 minutos. A andlise dos resultados foi
feita através de two-way ANOVA, post- hoc Bonferroni. Os simbolos representam a relacdo de
comparacao tendo como parametro base o grupo salina ( *), LDX (B). Valores de significancia *p, ®p,
< 0.05; **p, PBp, <0.01, ***p, PRBp, < 0.001,****p, < 0.0001). Abreviagdes: Lisdexanfetamina (LDX).
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4.2 Testes de cognicao

4.2.1Y Maze

A analise estatistica do teste Y Maze foi feita através do ANOVA duas vias.
Os resultados mostraram que nado houveram interacdes significativas entre os
fatores “grupos tratados” e “semanas de tratamento”.

Desta maneira a analise revelou auséncia de variagcdes significativas tanto

para o fator “grupos tratados” como para o fator “semanas de tratamento” (Figura 19)
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Figura 19: Numero de entradas corretas nos bracos do aparato pelos animais
tratados com doses progressivas de lisdexanfetamina por 1, 2 ou 3 semanas.
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Animais tratados com Salina e Lisdexanfetamina pelo periodo de 1 semana(LDX 10 mg/Kg), 2
semanas (LDX 13mg/Kg) e 3 semanas (LDX 18mg/Kg). Os animais foram submetidos ao teste
Ymaze ao fim de cada periodo de tratamento. Neste teste foram registradas as entradas dos animais
nos bragos do aparato e calculado o indice de acertos. As barras representam a média + E.P.M do
deslocamento realizado pelos animais dentro do aparato por 5 minutos. A andlise dos resultados foi
feita através de two-way ANOVA, post- hoc Bonferroni.
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4.2.2 Reconhecimento do objeto novo

A analise estatistica realizada através do teste ANOVA duas vias revelou que
nao ocorreu uma interagao significativa entre os fatores “semanas de tratamento” e
“grupos tratados”, porém houve efeito significativo do fator “grupos tratados” [F (2,
57) = 9,529; p =0.0003], para avaliacédo do teste de reconhecimento do objeto novo.

Na andlise grupo a grupo pelo teste de Bonferroni pode-se concluir com
relacdo ao fator “grupos tratados”, que embora tenha ocorrido uma importante
diminuicédo do indice de NOR nos animais do grupo LDX nos periodos da primeira,
segunda e terceira semanas de tratamento quando comparados ao grupo salina, a
variacdo somente foi significativa entre os grupos LDX e salina na segunda semana
de tratamento (P< 0,05).

Com relacdo ao fator “semanas de tratamento” o post hoc revelou que o
grupo LDX manteve o indice de reconhecimento do objeto novo constante nos trés
semanas de tratamento e o0 grupo salina apresentou uma pequena oscilacao,

embora néo tenha sido significativa entre as trés semanas (Figura 20).
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Figura 20: indice de reconhecimento do objeto novo dos grupos de animais tratados
com doses progressivas de lisdexanfetamina por 1, 2 ou 3 semanas.
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Animais tratados com Salina ou Lisdexanfetamina pelo periodo de 1 semana(LDX 10 mg/Kg),
2 semanas (LDX 13mg/Kg) e 3 semanas (LDX 18mg/Kg). Os animais foram submetidos ao teste de
reconhecimento do objeto novo ao fim de cada periodo de tratamento. Neste teste foram registrados
0os tempos de exploragdo dos objetos pelos animais com posterior célculo do indice de
reconhecimento. As barras representam a média + E.P.M do indice de reconhecimento. A andlise
dos resultados foi feita através de two-way ANOVA, post- hoc Bonferroni. Os simbolos representam a
relacdo de comparacdo tendo como parametro base o grupo salina (*), LDX (B) . Valores de
significancia *p, Pp, < 0.05. Abreviacdes: Lisdexanfetamina (LDX).
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4.3 Resultados bioquimicos
Para os testes bioquimicos que envolvem o estresse oxidativo, foram

analisadas as amostras cerebrais das areas CPF, HC e CE. Dois parametros foram

analisados: GSH e peroxidacao lipidica.

4.3.1 Glutationa reduzida

4.3.1.1 Niveis de GSH no cortex pré-frontal

No cértex pré-frontal ocorreu uma interacao significativa entre os fatores
“grupo de tratamento” e “semanas de tratamento” [F (4, 57) = 8,022; P < 0,0001].

O post hoc mostrou que na primeira semana de tratamento, houve um
aumento embora nao significativo dos niveis de GSH no CPF dos animais que
receberam LDX quando comparados aos que receberam apenas salina. Na
segunda semana de tratamento ndo se pode observar diferencas entre 0s grupos.
Por fim, na terceira semana de tratamento, houve um aumento significativo nos
niveis GSH no CPF dos animais do grupo LDX, quando comparados ao grupo salina
(P< 0,0001) (Figura 21)

Quando comparados os “grupos tratados” ao longo dos periodos de
tratamento, pode-se observar que o grupo salina manteve-se constante ao longo do
tempo, enquanto o grupo LDX apresentou um aumento significativo dos niveis de

GSH entre o segundo e terceiro periodos de tratamento (P< 0,001).

4.3.1.1 Niveis de GSH no hipocampo

Na regido do hipocampo, os resultados revelaram que houve interacdo entre
as variaveis “grupos tratados” e “tempo de tratamento” [F (4, 60) = 20,27; P <
0,0001] (Figura 22).

Quando analisados os resultados do post hoc, pode-se observar que na
primeira semana nao ocorreu diferenca significativa entre os grupos salina e LDX.
Na segunda semana, houve reducdo dos niveis de GSH no grupo LDX quando

comparado ao grupo salina (P< 0,0001). Na ultima semana de tratamento ocorreu
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reducao significativa dos niveis de GSH no grupo LDX quando comparados ao grupo
salina (P< 0,00001).

O post hoc mostrou ainda que ocorreu uma oscilacdo dos niveis de GSH
dentro do grupo LDX. Os niveis de GSH foram significativamente maiores na
segunda semana de tratamento que na primeira (P< 0,0001). Pode-se observar
ainda que na terceira semana de tratamento com LDX ocorreu uma reducéo
consideravel deste parametro no hipocampo dos animais tratados com LDX (P<
0,0001). Os grupos tratados com salina ndo apresentaram variacao significativa ao

longo do tempo.

4.3.1.2 Niveis de GSH no corpo estriado

A avaliagdo da interacdo “grupos tratados” e “semanas de tratamento”,
mostrou uma resposta significativa [F (4, 55) = 264,7; P < 0,0001] sobre os niveis de
GSH na regido do corpo estriado (Figura 23).

Levando-se em consideragéo os resultados do teste post hoc, pode-se notar
que houve uma discreta reducdo dos niveis de GSH na primeira semana de
tratamento entre grupos LDX e controle. Na segunda semana, houve um aumento
significativo da GSH no corpo estriado dos animais tratados com LDX (P< 0,0001).
Ja na terceira semana de tratamento, ocorreu uma diminuicdo significativa (P<
0,00001), deste antioxidante no corpo estriado dos animais tratados com LDX,
guando comparados ao grupo salina tratados pelo mesmo periodo.

A andlise realizada ao longo do tempo de tratamento mostrou que o grupo
salina apresentou aumento significativo entre a primeira e segunda (P< 0,001), e
entre a primeira e terceira semanas (P< 0,0001), de tratamento. Os resultados
revelaram ainda, uma oscilagcdo dos niveis de GSH dentro do grupo LDX, sendo
significativamente maiores na segunda semana de tratamento que na primeira (P<
0,0001) e na terceira (P< 0,0001).
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Figura 21: Niveis de GSH no cortex pré-frontal dos grupos de animais tratados com
doses progressivas de lisdexanfetamina por 1, 2 ou 3 semanas.
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Animais tratados com Salina ou Lisdexanfetamina pelo periodo de 1 semana(LDX 10 mg/Kg),
2 semanas (LDX 13mg/Kg) e 3 semanas (LDX 18mg/Kg). O cértex pré-frontal dos animais foram
retirados e foi realizada a andlise dos niveis de GSH. As barras representam a média + E.P.M dos
niveis de GSH no cértex pré-frontal. A analise dos resultados foi feita através de two-way ANOVA,
post- hoc Bonferroni. Os simbolos representam a relagdo de comparagdo tendo como parametro
base o grupo salina ( *),Valores de significancia *p < 0.05. Abreviag6es: Lisdexanfetamina (LDX).
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Figura 22: Niveis de GSH no hipocampo dos grupos de animais tratados com doses
progressivas de lisdexanfetamina por 1, 2 ou 3 semanas.

, BBBB |
1500 - ' | BBBB [
= ' ' B sAL
(8] I
2 X [ Lox
o S
©
> 1000 -
O] -
(@)
= -
<
S 500
o
p=
Q
(8]
c
o
O 0 T T T
’b"y ‘0% ‘b(b
@§ ®§ ®§
&2 ¢ ¢

Animais tratados com Salina ou Lisdexanfetamina pelo periodo de 1 semana(LDX 10 mg/Kg),
2 semanas (LDX 13mg/Kg) e 3 semanas (LDX 18mg/Kg). O hipocampo dos animais foram retirados e
foi realizada a andlise dos niveis de GSH. As barras representam a média = E.P.M dos niveis de GSH
no hipocampo. A andlise dos resultados foi feita através de two-way ANOVA, post- hoc Bonferroni. Os
simbolos representam a relacdo de comparagdo tendo como parametro base o grupo salina (
*),Valores de significancia *p < 0.05. Abreviagdes: Lisdexanfetamina (LDX)
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Figura 23: Niveis de GSH no corpo estriado dos grupos de animais tratados com
doses progressivas de lisdexanfetamina por 1, 2 ou 3 semanas.
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Animais tratados com Salina ou Lisdexanfetamina pelo periodo de 1 semana(LDX 10 mg/Kg),
2 semanas (LDX 13mg/Kg) e 3 semanas (LDX 18mg/Kg). O corpo estriado dos animais foi dissecado
e foi realizada a analise dos niveis de GSH. As barras representam a média + E.P.M dos niveis de
GSH no corpo estriado. A analise dos resultados foi feita através de two-way ANOVA, post- hoc
Bonferroni. Os simbolos representam a relacdo de comparagéo tendo como parametro base o grupo
salina ( *),Valores de significaAncia *p < 0.05. Abreviacdes: Lisdexanfetamina (LDX).
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4.4 Determinacao de Peroxidacéo lipidica

4.4.1 Niveis de TBARS no cértex pré-frontal

ANOVA de duas vias revelou interacdo significativa entre os fatores “grupos
tratados” e “semanas de tratamento” [F (4, 59) = 42,03; P < 0,0001] .

O teste post hoc, permitiu observar que nas trés semanas de administragéo
da LDX houve uma discreta diminuicdo dos niveis de TBARS, quando comparados
ao grupo salina, porém nenhuma dessas diferencas foi significativa.

Quando analisados os resultados referentes a variavel “semanas de
tratamento”, pode-se observar diminuicdo significativa dos niveis de peroxidacéo
lipidica do grupo salina da primeira para a terceira semana de tratamento (P<
0,0001). O grupo LDX apresentou uma reducdo progressiva e significativa entre a
primeira e segunda semana (P< 0,005), entre a segunda e terceira (P< 0,001), e

entre a primeira e terceira (P<0,0001) semanas de tratamento (Figura 24).

4.4.2 Niveis de TBARS no hipocampo
O teste ANOVA duas vias, revelou uma interacdo significativa entre o fator

“semanas de tratamento” e “grupos tratados” [F (4, 53) = 55,27, P < 0,0001] ao
avaliar os niveis de TBARS no hipocampo dos animais submetidos aos tratamentos.

O teste post hoc mostrou que na primeira semana na qual os animais foram
tratados, houve uma diminui¢do significativa (P< 0,0001) dos niveis de TBARS do
grupo LDX quando comparados ao grupo salina. Na segunda semana n&o
ocorreram variacdes significativas entre os grupos. Na terceira semana, entretanto,
ocorreu aumento relevante (P< 0,0001) dos niveis de peroxidacdo lipidica no
hipocampo dos animais do grupo LDX comparados aos hipocampos dos animais
gue receberam apenas salina.

Ao longo do tempo de tratamento, pode-se observar que ocorreu uma
reducdo significativa dos niveis de peroxidacéo lipidica do grupo salina entre a
primeira e terceira semana de tratamento (P< 0,001). Pode-se perceber ainda, um
aumento progressivo de peroxidacao lipidica no hipocampo dos animais submetidos
ao tratamento com LDX. O aumento deu-se de forma significativa entre a primeira e

terceira semana (P< 0,0001) e entre a segunda e terceira (P< 0,005) (Figura 25).
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4.4.3 Niveis de TBARS no CE

A avaliacdo dos resultados revelou que ocorreu uma interacdo entre 0s
fatores “semanas de tratamento” e “grupos tratados” [F (4, 55) = 264,7, P < 0,0001]
para os niveis de TBARS no corpo estriado.

Os resultados da analise grupo a grupo pelo teste de Bonferroni revelou que
ndo houve diferenca significativa nos niveis de peroxidacdo lipidica no corpo
estriado dos animais tratados por uma e por duas semanas. Porém, na terceira
semana de tratamento, houve um aumento relevante dos niveis de TBARS no CE
dos animais tratados com LDX comparados ao grupo salina (P< 0,0001).

O fator “semanas de tratamento” revelou que ao longo das trés semanas, 0s
animais tratados com salina, apresentaram uma reducdo dos niveis de TBARS da
primeira para a terceira semana (P< 0,001). O grupo LDX manteve-se constante
entre a primeira e segunda semana de tratamento, porém os resultados apontaram
um aumento da peroxidacéo lipidica quando comparadas a primeira (P< 0,0001) e a
segunda (P< 0,0001) semana de tratamento com a terceira (Figura 26).
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Figura 24: Niveis de peroxidacédo lipidica no cortex pré-frontal dos animais tratados
com doses progressivas de lisdexanfetamina por 1, 2 ou 3 semanas.
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Animais tratados com Salina ou Lisdexanfetamina pelo periodo de 1 semana(LDX 10 mg/Kg),
2 semanas (LDX 13mg/Kg) e 3 semanas (LDX 18mg/Kg). Os animais foram eutanasiados e tiveram a
regido do cortex pré-frontal dissecada, para posterior analise bioquimica. As barras representam a
média = E.P.M dos niveis de malonildealdeido no cortex pré-frontal. A analise dos resultados foi feita
através de two-way ANOVA, post- hoc Bonferroni. Os simbolos representam a relagdo de
comparacdo tendo como parametro base o grupo salina ( *), LDX (B). Valores de significancia *p, ®p,
< 0.05; **p, BPp, <0.01, ***p, BBRp, 33%p < 0.001, ****p, BEEBp, < 0.0001). Abreviacdes: Lisdexanfetamina
(LDX).
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Figura 25: Niveis de peroxidacédo lipidica no hipocampo dos animais tratados com
doses progressivas de lisdexanfetamina por 1, 2 ou 3 semanas.
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Animais tratados com Salina ou Lisdexanfetamina periodo de 1 semana(LDX 10 mg/Kg), 2
semanas (LDX 13mg/Kg) e 3 semanas (LDX 18mg/Kg). Os animais foram eutanasiados e tiveram a
regido do hiocampo dissecada, para posterior analise bioquimica. As barras representam a média +
E.P.M dos niveis de malonildealdeido no hipocampo. A analise dos resultados foi feita através de
two-way ANOVA, post- hoc Bonferroni. Os simbolos representam a relacdo de comparagédo tendo
como parametro base o grupo salina ( *) ou LDX (B) . Valores de significancia *p, #p, < 0.05; **p, Bp
<0.01, ***p, BBBp < 0.001, ****p, BBEBp< 0.0001). Abreviagdes: Lisdexanfetamina (LDX)
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Figura 26: Niveis de TBARS no corpo estriado dos animais tratados com doses
progressivas de lisdexanfetamina por 1, 2 ou 3 semanas.
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Animais tratados com Salina ou Lisdexanfetamina pelo periodo de 1 semana(LDX 10 mg/Kg),
2 semanas (LDX 13mg/Kg) e 3 semanas (LDX 18mg/Kg). Os animais foram eutanasiados e tiveram a
regido do corpo estriado dissecada, para posterior andlise bioquimica. As barras representam a
meédia + E.P.M dos niveis de malonildealdeido no corpo estriado. A analise dos resultados foi feita
através de two-way ANOVA, post- hoc Bonferroni. Os simbolos representam a relacdo de
comparacdo tendo como parametro base o grupo salina ( *), LDX (B) . Valores de significancia *p, fp
< 0.05; **p, BBp, <0.01, ***p, BRBp, < 0.001, ****p, BRBBp, < 0.0001). AbreviacGes: Lisdexanfetamina
(LDX)
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4.4 Determinacdo dos niveis cerebrais da citocina proé-inflamatéria IL-1B e da

citocina anti-inflamatoria IL-4

Para avaliar possiveis mecanismos inflamatdrios desencadeados pelo
tratamento com doses progressivas de LDX, foi realizada a avaliagdo dos niveis de
duas citocinas na regido do hipocampo dos animais tratados por duas e por trés

semanas.

4.4.1 Interleucina 13 (IL-1B)

O teste ANOVA de duas vias revelou uma interacdo significativa entre os
parametros “semanas de tratamento” [F (2, 36) = 11,48; P = 0,0001] e “grupos
tratados” [F (1, 36) = 8,727; P = 0,0055] na analise dos niveis de IL-13 no hipocampo
dos animais dos grupos submetidos a duas e trés semanas de tratamento.

De acordo com os resultados obtidos através do post hoc, pode-se observar
gue os animais tratados com LDX pelo periodo de duas semanas, apresentaram
uma reducao (26%) ndo significativa dos niveis de IL-1B . De forma semelhante nos
grupos tratados por trés semanas, ocorreu uma reducao (20%) dos niveis de IL-1
avaliada nos grupos LDX, porém a mesma nao foi significativa (Figura. 27)

A avaliacdo ao longo do tempo néo apresentou resultados significativos

guando comparados os resultados em periodos diferentes.
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Figura 27: Niveis de IL1B no hipocampo dos animais tratados com doses
progressivas de lisdexanfetamina por 2 ou 3 semanas.
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Animais tratados com Salina ou Lisdexanfetamina pelo periodo de 2 semanas (LDX 13mg/Kg)
e 3 semanas (LDX 18mg/Kg). Os animais foram eutanasiados e tiveram a regido do hipocampo
dissecada, para posterior analise de citocinas. As barras representam a média = E.P.M dos niveis de
interleucina 18 no hipocampo. A analise dos resultados foi feita através de two-way ANOVA, post-
hoc Bonferroni. Os simbolos representam a relacdo de comparacéo tendo como parédmetro base o

grupo salina ( *), LDX (B). Valores de significAncia, ****p < 0.0001). Abreviac¢des: Lisdexanfetamina
(LDX).
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4.4.2 Interleucina 4 (IL-4)

Através do teste de duas vias da ANOVA, pode-se observar que ocorreu
interacao significativa entre os fatores “grupos tratados” e “semanas de tratamento”
[F (2, 34) = 7,766, P = 0,0017] na avaliacdo da expressao de IL-4 no hipocampo dos
animais submetidos ao tratamento por duas e trés semanas.

Considerando-se os resultados encontrados no teste post hoc, pode-se
observar que nos grupos dos animais que foram tratados por duas semanas houve
uma reducdo significativa dos niveis de IL-4 tanto no grupo exposto a LDX (P<
0,005) quando comparados ao grupo salina (Figura 28).

Feita a andlise do fator “semanas de tratamento”, pode-se observar que
embora tenha ocorrido um aumento da expresséo da interleucina ao longo do tempo

para 0s animais que receberam LDX, a mesma nao foi significativa.
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Figura 28: Niveis de IL-4 no hipocampo dos animais tratados com doses
progressivas de lisdexanfetamina por 2 ou 3 semanas.
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Animais tratados com Salina ou Lisdexanfetamina pelo periodo de 1 semanas (LDX
10mg/Kg) e 3 semanas (LDX 18mg/Kg). Os animais foram eutanasiados e tiveram a regido do
hipocampo dissecada, para posterior andlise de citocinas. As barras representam a média + E.P.M
dos niveis de interleucina 4 no hipocampo. A analise dos resultados foi feita através de two-way
ANOVA, post- hoc Bonferroni. Os simbolos representam a relacdo de comparacdo tendo como
parametro base o grupo salina ( *), LDX (B) Valores de significancia,****p < 0.0001). Abreviac¢des:
Lisdexanfetamina (LDX).
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4.5 Avaliacéo da expresséo do receptor AT1 no hipocampo

De acordo com a analise dos resultados obtidos através do teste ANOVA
duas vias pode-se observar houve efeito significante dos fatores “grupos tratados” [F
(1, 23) = 6,627, P = 0,0170] e “semanas de tratamento” [F (2, 23) = 7,661, P =
0,0028], embora néo tenha ocorrido uma interacéo significativa entre os dois fatores.

Analisando os resultados obtidos no post hoc conclui-se que ocorreu variagao
significativa entre os grupos tratados com LDX por uma e por trés semanas (P<
0,005).

Considerando a andlise entre os “grupos tratados”, pode-se observar, um
discreto aumento da expressdo de receptores AT1 nos grupos tratados com LDX na
primeira semana de tratamento e ainda um aumento consideravel, embora néo
significativo deste receptor do grupo LDX quando comparado ao salina do mesmo

periodo (Figura 29).
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Figura 29: Expressédo do receptor AT1 no hipocampo dos animais tratados com
doses progressivas de lisdexanfetamina por 1 e 3 semanas.
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Animais tratados com Salina ou Lisdexanfetamina pelo periodo de 1 semanas (LDX 10mg/Kg)
e 3 semanas (LDX 18mg/Kg). Os animais foram eutanasiados e tiveram a regido do hipocampo
dissecada, para posterior analise de receptor. As barras representam a média + E.P.M dos niveis de
atividade no hipocampo. A analise dos resultados foi feita através de two-way ANOVA, post- hoc
Bonferroni. Os simbolos representam a relacdo de comparagéo tendo como parametro base o grupo
salina (*), LDX (B). Valores de significancia,****p < 0.0001). Abrevia¢@es: Lisdexanfetamina (LDX)
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4.5.1 Avaliacédo da expresséao hipocampal de IBA, marcador microglial

A andlise por ANOVA de duas vias nos permitiu concluir que embora nao
tenha ocorrido interacdo significativa entre os fatores avaliados, ocorreu um efeito
significativo do fator “semanas de tratamento” [F (1, 13) = 13,04, P = 0,0032].

Através do post hoc pode-se observar que na primeira semana de tratamento,
nao houve alteracdo na expressédo de IBAl. Na terceira semana de tratamento,
entretanto, pode-se observar que ocorreu um aumento significativo (p<0,001) da
expressdo de IBA1 no grupo LDX quando comparado ao grupo salina do mesmo
periodo (Figura 30).

N&o houve uma variacdo significativa entre as drogas administradas ao longo
do tempo.
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Figura 30: Expressdo de IBA, marcador microglial, no hipocampo de animais
tratados com doses progressivas de lisdexanfetamina por 1 e 3 semanas.
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Animais tratados com Salina ou Lisdexanfetamina pelo periodo de 1 semanas (LDX 13mg/Kg)
e 3 semanas (LDX 18mg/Kg). Os animais foram eutanasiados e tiveram a regido do hipocampo
dissecada, para posterior andlise da atividade microglial. As barras representam a média + E.P.M
dos niveis de atividade no hipocampo. A andlise dos resultados foi feita através de two-way ANOVA,
post- hoc Bonferroni. Abreviag¢des: Lisdexanfetamina (LDX)
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Tabela 5: Sintese dos resultados comportamentais e neuroquimicos dos animais
submetidos ao tratamento com LDX quando comparados aos tratados com salina

LDX
(semanas de tratamento)
Parametros
. 1 semana 2 semanas 3 semanas
Avaliados
Cruzamentos Aumentado Aumentado Aumentado
(NS) (p<0,001) (NS)
Rearin Aumentado Sem alteracso Aumentado
9 (p<0,001) & (NS)
Tembo no centro Aumentado Aumentado Aumentado
P (NS) (NS) (p<0,001)
Groomin Diminuido Aumentado Diminuido
g (NS) (NS) (NS)
Memoria de ~ ~ -
Trabalho Sem alteracao Sem alteracao Sem alteracdo
NOR Diminuido Diminuido Diminuido
(NS) (p<0,01) (NS)
Aumentado n Aumentado
GSH (PFC) (NS) Sem alteracao (p<0,001)
~ Aumentado Diminuido
GSH (HC) Sem alteracao (p<0,001) (p<0,0001)
~ Aumentado Diminuido
GSH (CE) Sem alteracao (p<0,001) (p<0,0001)
TBARS (PFC) Sem alteracao Sem alteracdo Sem alteracdo
Diminuido - Aumentado
TBARS (HC) (NS) Sem alteracéo (p<0,001)
. - Aumentado
TBARS (CE) Sem alteracao Sem alteracao (p<0,001)




86

4.6 Correlacdes de Pearson: comportamentos x variaveis neuroquimicas

Tracando uma correlagdo de Pearson entre os testes comportamentais e as
variaveis neuroquimicas, pode-se verificar que as mesmas foram significativamente
progressivas nas semanas 1, 2 e 3 de administracdo de LDX.

Na primeira semana de tratamento houve uma significativa correlacdo positiva
entre os niveis de GSH do CPF e a preferéncia pelo centro do aparato (P= 0,6;
p=0,005) pelos animais, entre os niveis de TBARS do CE e o teste de NOR (P= 0,6;
p= 0,05) e ainda entre a expressao dos receptores AT1 e rearings (P= 0,7; p= 0,05)
(Tabela 6- semana 1).

Na segunda semana de tratamento pode-se observar correlagédo significativa
negativa dos niveis de GSH do HC com a preferéncia do animal pelo centro do
aparato (P=-0,58; p = 0,029). Além desta interacdo, pode-se observar ainda
correlagdes inversas entre os niveis de GSH do HC (P=-0,58; p= 0,029) e do CE (
P=-0,584; p= 0,028) e direta dos niveis de TBARS do CPF (P=0,635; p=0,048) e IL-
18 ( P=0,6; p= 0,05 ) com o NOR (Tabela 6- semana?2).

Na terceira semana de tratamento houve correlacéo significativa direta entre o
namero de cruzamentos com os niveis de GSH no CPF ( P=0,678; p=0,005), de
TBARS do HC (P=0,6623; p= 0,014), do CE (P= 0,655 p=0,015) e ainda de IL-4 (P=
0,6603; p= 0,038).

Quando a correlagdo foi realizada com referéncia no ndmero de rearing,
obteve-se uma relacéo significativa inversa com os niveis de GSH do HC (P=-0,586;
p= 0,017) e direta com os niveis de TBARS do HC (P=: 0,555; p= 0,039), do CE
(P=0,557; p= 0,039) e IL-4 P=0,6375; p= 0,034). Ainda relacionado a terceira
semana de tratamento e tendo como base o parametro preferéncia do animal pelo
centro do aparato, pode-se notar que houve uma correlacéo significativa direta entre
o mesmo com o GSH do CPF (P=0,599; p=0,014) e com o TBARS do CE (P=0,548;
p=0,04) e inversa com o GSH do HC ( P=-0,664; p= 0,005) e do CE (P=-0,558; p=
0,025) e ainda com o IBA-1 (P=- 0,80; p= 0,03). Com relacdo ao comportamento de
grooming, houve apenas uma correlacéo inversa com os niveis de TBARS do HC
(P=-0,542; p= 0,05).

Por fim, o teste do NOR mostrou uma correlagdo positiva com os niveis de
GSH com CE (P=0,603; p= 0,0291) e negativa com os niveis de TBARS do CE (P=-
0,6; p= 0,05) e com a expresséo de AT1 (P=-0,798; p= 0,05) (Tabela 6- semana 3).
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Diante de todos os resultados expressos neste trabalho e ainda de posse das
correlagdes acima citadas, pode-se sugerir que ha um efeito neurotoxico progressivo
com uso repetido e em altas doses de LDX, uma vez que o niumero de correlagbes
foi crescente nos grupos de 1, 2 e 3 semanas de tratamento. Assim, 0 presente
trabalho chama a atencéo para possiveis efeitos deletérios decorrentes do uso deste

medicamento em altas doses em um cérebro saudavel.
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Tabela 6: Tabela sintese das correlacdes entre parametros comportamentais e
neuroquimicos nas semanas 1, 2 e 3 de tratamento.

SEMANA 1
Cruzamento | Rearings | Centro do | Grooming | NOR
S campo
G SH - CPF Correlacédo Correlacédo Correlacdo Correlacédo Correlacéo
Pearson: 0,384 Pearson: 0,242 Pearson: 0,6 Pearson: 0,40 Pearson: 0,13
Sig.: 0,308 Sig.: 0,5 Sig.: 0,05 Sig.: 0,195 Sig.: 0,719
GSH - HC Correlagao Correlacédo Correlagao Correlagao Correlacéo
Pearson: - 0,295 Pearson: -0,525 Pearson: -0,084 Pearson: -0,44 | Pearson: 0,048
Sig.: 0,379 Sig.: 0,079 Sig.: 0,78 Sig.: 0,167 Sig.: 0,888
GSH - CE Correlagao Correlacéao Correlagao Correlagao Correlacéo
Pearson: - 0,318 Pearson: -0,086 Pearson: -0,055 Pearson: 0,19 Pearson: 0,312
Sig.: 0,314 Sig.: 0,771 Sig.: 0,844 Sig.: 0,53 Sig.: 0,299
_ Correlagao Correlacao Correlagao Correlagao Correlacéo
TBARS CPF Pearson: -0,15 Pearson: -0,264 Pearson: -0,069 Pearson: 0,37 Pearson: 0,337
Sig.: 0,961 Sig.: 0,362 Sig.: 0,805 Sig.: 0,182 Sig.: 0,259
_ Correlagao Correlacéao Correlagao Correlagao Correlacéo
TBARS HC Pearson: -0,476 Pearson: -0,31 Pearson: 0,127 Pearson: 0,40 Pearson: 0,465
Sig.: 0,164 Sig.: 0,31 Sig.: 0,679 Sig.: 0,22 Sig.: 0,149
_ Correlagao Correlacao Correlagao Correlagao Correlacao
TBARS CE Pearson: 0,209 Pearson: 0,05 Pearson: 0,146 Pearson: -0,32 | Pearson: 0,6
Sig.: 0,563 Sig.: 0,88 Sig.: 0,649 Sig.: 0,283 Sig.: 0,05
AT1 Correlagao Correlacao Correlagao Correlagao Correlacéo
Pearson: -0,18 Pearson: 0,7 Pearson: 0,292 Pearson: 0,11 Pearson: -0,679
Sig.: 0,973 Sig.: 0,05 Sig.: 0,482 Sig.: 0,78 Sig.: 0,093
IBA Correlagao Correlacao Correlagao Correlagao Correlacéo
Pearson: -0,60 Pearson: 0,18 Pearson: -0,363 Pearson: -0,43 | Pearson: -0,231
Sig.: 0,898 Sig.: 0,638 Sig.: 0,337 Sig.: 0,28 Sig.: 0,581




89

SEMANA 2
Cruzamento | Rearings | Centro do | Grooming | NOR
S campo
GSH - CPF Correlagao Correlagao Correlacao Correlacéao Correlacéo
Pearson: 0,156 Pearson: 0,114 Pearson: 0,30 Pearson: 0,42 Pearson: -0,218
Sig.: 0,66 Sig.: 0,723 Sig.: 0,318 Sig.: 0,199 Sig.: 0,519
GSH - HC Correlacao Correlacédo Correlacédo Correlacédo Correlagdo
Pearson: 0,50 Pearson: -0,197 Pearson: 0,582 Pearson: -0,188 Pearson: -0,58
Sig.: 0,081 Sig.: 0,539 Sig.: 0,018 Sig.: 0,58 Sig.: 0,029
GSH - CE Correlacao Correlacdo Correlacédo Correlacédo Correlagdo
Pearson: 0,51 Pearson: 0,223 Pearson: 0,463 Pearson: -0,007 Pearson: -0,584
Sig.: 0,071 Sig.: 0,486 Sig.: 0,071 Sig.: 0,98 Sig.: 0,028
_ Correlagao Correlagao Correlagao Correlagao Correlacao
TBARS CPF Pearson: -0,23 Pearson: 0,115 Pearson: -0,44 Pearson: 0,100 Pearson: 0,635
Sig.: 0,55 Sig.: 0,707 Sig.: 0,153 Sig.: 0,769 Sig.: 0,048
_ Correlagao Correlagao Correlacao Correlacao Correlacéo
TBARS HC Pearson: -0,261 Pearson: -0,121 Pearson: -0,066 Pearson: -0,237 Pearson: -0,319
Sig.: 0,53 Sig.: 0,737 Sig.: 0,86 Sig.: 0,482 Sig.: 0,403
_ Correlagao Correlagao Correlagao Correlagao Correlacéo
TBARS CE Pearson: 0,276 Pearson: -0,18 Pearson: -0,008 Pearson: -0,429 Pearson: 0,088
Sig.: 0,471 Sig.: 0,542 Sig.: 0,979 Sig.: 0,188 Sig.: 0,81
IL-4 Correlacao Correlagao Correlacao Correlagao Correlacéo
Pearson: -0,223 Pearson: 0,401 Pearson: -0,482 Pearson: 0,342 Pearson: 0,526
Sig.: 0,485 Sig.: 0,221 Sig.: 0,069 Sig.: 0,333 Sig.: 0,065
IL-1beta Correlagao Correlagao Correlagao Correlagao Correlacao
Pearson: -0,074 Pearson: 0,389 Pearson: -0,375 Pearson: 0,271 Pearson: 0,6
Sig.: 0,818 Sig.: 0,236 Sig.: 0,168 Sig.: 0,448 Sig.: 0,05
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SEMANA 3
Cruzamento | Rearings | Centro do | Grooming | NOR
S campo
GSH - CPF Correlacao Correlagao Correlacao Correlacéao Correlacéo
Pearson: 0,678 Pearson: 0,347 Pearson: 0,599 Pearson: -0,164 Pearson: -0,474
Sig.: 0,005 Sig.: 0,188 Sig.: 0,014 Sig.: 0,57 Sig.: 0,101
GSH - HC Correlacéo Correlacao Correlacédo Correlacédo Correlacéo
Pearson: -0,391 Pearson: -0,586 | Pearson: -0,664 | Pearson: 0,30 Pearson: 0,367
Sig.: 0,149276 Sig.: 0,017 Sig.: 0,005 Sig.: 0,29 Sig.: 0,217
GSH - CE Correlacédo Correlacdo Correlacédo Correlacédo Correlagdo
Pearson: -0,524 Pearson: -0,35 Pearson: -0,558 Pearson: 0,408 Pearson: 0,603
Sig.: 0,044 Sig.: 0,183 Sig.: 0,025 Sig.: 0,147 Sig.: 0,0291
_ Correlagao Correlagao Correlacao Correlagao Correlacéo
TBARS CPF Pearson: -0,311 Pearson: -0,337 Pearson: -0,536 Pearson: 0,089 Pearson: 0,491
Sig.: 0,258 Sig.: 0,201 Sig.: 0,032 Sig.: 0,764 Sig.: 0,08
_ Correlacao Correlacao Correlacao Correlacao Correlacéo
TBARS HC Pearson: 0,6623 Pearson: 0,555 Pearson: 0,463 Pearson: -0,542 Pearson: -0,447
Sig.: 0,014 Sig.: 0,039 Sig.: 0,095 Sig.: 0,05 Sig.: 0,144
_ Correlacao Correlacao Correlacao Correlagao Correlacao
TBARS CE Pearson: 0,655 Pearson: 0,557 Pearson: 0,548 Pearson: -0,470 Pearson: -0,6
Sig.: 0,015 Sig.: 0,039 Sig.: 0,04 Sig.: 0,123 Sig.: 0,05
IL-4 Correlacao Correlacao Correlacao Correlagao Correlacéo
Pearson: 0,6603 Pearson: 0,6375 | Pearson: 0,2159 | Pearson: -0,48 Pearson: -0,428
Sig.: 0,038 Sig.: 0,034 Sig.: 0,524 Sig.: 0,152 Sig.: 0,217
IL-1beta Correlagao Correlagao Correlagao Correlagao Correlacéo
Pearson: -0,268 Pearson: 0,274 Pearson: 0,173 Pearson: 0,097 Pearson: 0,243
Sig.: 0,425 Sig.: 0,389 Sig.: 0,59 Sig.: 0,79 Sig.: 0,498
IBA-1 Correlacao Correlagao Correlacao Correlacao Correlacéo
Pearson: 0,495 Pearson: 0,056 Pearson: - 0,80 Pearson: -0,49 Pearson: -0,125
Sig.: 0,318 Sig.: 0,904 Sig.: 0,03 Sig.: 0,26 Sig.: 0,841
AT-1 Correlagao Correlagao Correlagao Correlagao Correlagao
Pearson: 0,562 Pearson: -0,114 Pearson: - 0,07 Pearson: -0,36 Pearson: -0,798
Sig.: 0,146 Sig.: 0,76 Sig.: 0,84 Sig.: 0,34 Sig.: 0,05

Tabelas com os resultados da relagdo de Pearson entre os parametros avaliados neste
trabalho. As correlacdes significativas, apresentam-se em destaque.
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5 DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho mostram que a administracéo repetida de LDX
causa alteracbes comportamentais observadas no campo aberto, como aumento do
comportamento exploratério dos animais, na semana 1 de tratamento, aumento da
atividade locomotora na semana 2 e aumento da exploracdo do quadrante central na
semana 3, sem afetar a memoria de trabalho no teste de Y maze, mas causando
comprometimento da memdria declarativa, avaliada pelo NOR, na semana 2. No
tocante as alteracbes oxidativas, podemos observar que as areas cerebrais
hipocampo e corpo estriado apresentaram alteracdes pro-oxidativas pelo tratamento
com LDX, enquanto que essa anfetamina causou efeito antioxidante no cortex pré-
frontal dos animais. Face ao dano oxidativo mais pronunciado no hipocampo,
decidimos por avaliar possiveis mecanismos inflamatérios desencadeados pelo uso
da LDX nesta area cerebral. Ndo observamos altera¢des importantes na citocina IL-
lbeta, mas detectamos uma reducdo na IL-4 que ocorreu na terceira semana de
tratamento. Evidenciamos uma maior expressdo de receptores AT1 e IBA1l, um
marcador de ativacdo microglial. Vale destacar que as alteracdes neuroquimicas
foram prioritariamente observadas nos animais tratados por 3 semanas, portanto
com dose mais alta de LDX. Desta forma, nossos resultados mostram que a dose de
LDX é um fator determinante para a manifestacao de alteracbes comportamentais e
dano oxidativo, bem como para o surgimento de mecanismos neuroinflamatoérios no
cérebro dos animais.

Dentre os testes que envolvem comportamento animal, o campo aberto é
amplamente utilizado por pesquisadores que investigam transtornos psiquiatricos. O
instinto do animal quando exposto a um ambiente diferente € manter-se cauteloso
diante do local ainda ndo explorado. Observando este comportamento, Hall, 1941
desenvolveu o teste do campo aberto. Desde entédo o teste vem sendo utilizado com
o intuito de avaliar a atividade locomotora e exploratdria dos animais relacionando-
as com patologias como TDAH, mania, depressao, dentre demais transtornos e com
a investigacao de uso de ansioliticos (COSTALL; NAYLOR, 1974).

No teste do campo aberto também pode ser analisada a atividade de rearing
(atividade vertical) e grooming (movimento de auto- limpeza) do animal (WALSH,;
CUMMINS, 1976). Um comportamento exploratorio esta relacionado ao aumento de
execucbes do movimento de rearing (LIMA, 2016), jA a agressividade esta
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relacionada tanto aos movimentos de rearing como os de grooming (SLUYTER et
al., 1996), sendo assim estes parametros estdo relacionados a emocao (SADILE,
1996).

Os resultados deste estudo mostram que os animais tratados com LDX por
uma semana apresentaram um aumento significativo do movimento de rearing
guando comparados ao do grupo salina. De forma curiosa nas segunda e terceira
semanas de tratamento este comportamento manteve-se sem diferengas
significativas quando comparados aos grupos salina.

Somado a este resultado tem-se que 0s animais que receberam LDX por
duas semanas apresentaram uma atividade global aumentada e os que receberam
por trés semanas apresentaram preferéncia pelo centro do aparato.

Estes dados chamam atencdo para os achados pré-clinicos que
revelam que animais submetidos aos modelos animal de mania (DE SOUZA, 2018),
TDAH (TOSTA, 2015) e esquizofrenia (NEILL et al., 2010), apresentam aumento da
execugao do movimento de rearing. De maneira translacional, os achados deste
estudo sugere uma relacdo com o fendtipo encontrado em individuos que
manifestam TDAH do tipo hiperativo impulsivo (VITORIA; SIQUEIRA; SUGITA,
2018).

Assim como ocorre nos comportamentos citados anteriormente, o0 aumento de
grooming também esta relacionado a modelo animal de esquizofrenia (CORREA,
2009; NEILL et al., 2010). Assim estas informacdes agregadas aos achados neste
estudo sugerem, um efeito ansiolitico ou comportamento dos animais submetidos ao
tratamento com LDX.

Além de avaliar o deslocamento animal, nUmero de groomings e rearing, 0
teste do campo, pode avaliar o grau de ansiedade do animal. Neste contexto,
guando o animal se posiciona na periferia do aparato e longe da zona central,
sugere-se que 0 mesmo apresente um comportamento ansioso (CRAWLEY;
PAYLOR, 1997; CRUZ; LANDEIRA-FERNANDEZ, 2012). Enquanto animais
depressivos e com padrdo genético baixo exploratério apresentam uma
hipolocomocdo diante do ambiente novo, animais ansiosos, maniacos ou ainda
animais com padrdo genético alto exploratério mostram-se dispostos a explorar ao
maximo o aparato do campo aberto (EGER; FERREIRA; BATISTA, 2010; LIMA,
2016)
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Os resultados obtidos sugerem que animais expostos somente ao USO
repetido de LDX apresentam um perfil ansiolitico, ou que também pode ser
interpretado como comportamento de risco.

Pode-se observar também que esse interesse pela area central do campo
aumentou com o decorrer do tempo de administracdo da droga, sendo maior na
tltima semana de tratamento. Estes dados nos permitem sugerir um comportamento
mais destemido por parte do animal tratado com LDX e sugerem ainda que essa
alteragdo do comportamento do animal torna-se maior a medida que o tratamento é
realizado em doses mais altas. Desta maneira, podemos sugerir que a
administracdo de LDX em animais sadios pode estar relacionada a um aumento da
impulsividade e ainda que o tratamento prolongado com este farmaco potencializa
este comportamento, em animais sham.

A relacdo entre farmacos psicoativos e memoéria é abordada de forma
contraditoria na literatura. Enquanto alguns autores defendem o uso destas
medicacbes como “estimulantes da inteligéncia” com aumento consideravel da
memo©ria, outros relatam ndo existir ganho cognitivo algum decorrente do uso desses
compostos (MAGALHAES, 2014; OLIVEIRA ET AL, 2017).

Uma pesquisa clinica com 36 jovens universitarios saudaveis que utilizaram
placebo ou metilfenidato de forma aguda e posteriormente realizaram testes
cognitivos de atencdo e memdrias operacional e episodica, ndo apresentaram
alteracdes de déficit. (BATISTELA et al., 2016).

Estes dados corroboram com aqueles encontrados no presente trabalho, uma
vez que nossos resultados nos permitem concluir que a administracao de LDX néo
alterou a memoria e exploragcdo de novos espacgos. Por outro lado, houve uma
diminuicdo, significativa na segunda semana de tratamento com LDX, do interesse
do animal em explorar o novo objeto apresentado no NOR, pelos animais que
receberam apenas LDX, sugerindo assim um prejuizo relacionado a memoria de
curto prazo.

A memoria é basicamente formada no HC, nesta estrutura ocorre a captacao
e selecdo de novas informagbes (IZQUIERDO, 1988). Contudo, estudos mostram
gue em casos de lesdo hipocampal ndo ocorre perda de memodrias ja adquiridas,
mas um bloqueio da formacdo de novas memdrias. Tal fato evidencia que embora
seja no hipocampo que o processo de memorizacao seja iniciado nao € nesta regiao

gue a mesma é armazenada. Embora ndo armazene a memaria, o HC através das
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suas redes de conexdo com o CPF, participa da consolidacdo da mesma. E no
cortex que a memoria é armazenada (IZQUIERDO, 2007).

O CPF estabelece ainda redes de conexdo excitatorias e inibitérias com o
corpo estriado. A harmonia de agbes entre estas vias esta relacionada a
manifestacdo de comportamentos automaticos. Vale ressaltar ainda, que o CE tem
uma ligacdo com o sistema limbico que € responsavel pela regulacdo do
comportamento emocional e que assim, esta fortemente associado a transtornos
psiquiatricos (MACHADO, 2014).

Diante disto e dos resultados comportamentais encontrados no presente
estudo, julgamos que uma investigacdo neuroquimica das regiées do CPF,HC e CE
que estdo envolvidas no processo de formagdo da memoéria , locomogédo e
comportamento emocional deveria ser realizada.

Mecanismos oxidativos tém ganhado destaque na literatura como
subjacentes ao surgimento de transtornos mentais, bem como relacionados a
neuroprogressao destes. Tal desequilibrio resulta em desgaste e dano celular, bem
como também a literatura mostra-se cada vez mais fundamentada na relacao de
transtornos como esquizofrenia, TDAH e mania a processos inflamatérios (CHAVES,;
ZUARDI; HALLAK, ; DOS SANTOS et al., 2014; GOMES, 2014).

Diversos estudos mostram que a diminuicdo dos niveis de GSH, aumento dos
niveis de peroxidacgao lipidica e dos niveis de nitrito em areas cerebrais como CPF,
HC e CE séo frequentes em modelos de esquizofrenia, seja induzido por cetamina
(BORELLA, 2013; DE ARAUJO et al., 2011), por modelo neurodesenvolvimental
através da administracéo de poly I.C (RIBEIRO et al., 2013)

O desequilibrio dos mecanismos oxidativos, também esta relacionado a
doencas como TAB. Estudos pré-clinicos mostram que animais submetidos ao
modelo de mania por administracdo de anfetamina (GOMES, 2014) ou ainda por
administracdo de LDX, apresentam aumento dos niveis de peroxidacao lipidica,
além de promover o aumento da expressdo da enzima superoxido dismutase (
QUEIROZ, 2014).

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que a administracdo de LDX
guando realizada a longo prazo em animais controle causa um desequilibrio
oxidativo. As evidéncias desta afirmativa estdo baseadas em alguns pontos: o
primeiro ponto é relativo a diminuigdo dos niveis de GSH na terceira semana de

tratamento dos animais nas areas do hipocampo e corpo estriado. O segundo ponto
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refere-se ao significativo aumento dos niveis de peroxidacéo lipidica no mesmo
periodo e intervalo temporal nos quais ocorreram alteracdo de GSH.
Interessantemente, foi visto algo contrario no CPF.

Corroborando com estes achados, estudo realizado por Queiroz (2012),
constatou que a administracdo de LDX por sete dias em ratos machos adultos
controle provocou uma diminuicdo dos niveis de GSH, além do aumento dos niveis
de peroxidacao lipidica.

Ademais destes resultados, a relacdo direta entre aumento dos niveis do
neurotransmissor dopamina e dos parametros oxidativos nos remete a provavel
dano no tecido cerebral decorrente da administracdo de LDX em doses mais altas,
uma vez que a sua farmacodindmica esta relacionada a aumento dos niveis deste
neurotransmissor. Vale destacar que o metabolismo da dopamina leva a sintese de
radicais livres, principalmente em areas cerebrais ricas em ferro, como € o caso do
corpo estriado (JINSMAA et al., 2009; QUEIROZ et al., 2015).

Além do EO, tem se especulado na literatura a relagdo entre transtornos
psiquiatricos/ danos cerebrais e processos inflamatorios. Para evidenciar esta
possivel correspondéncia, optamos por fazer a quantificacdo de citocinas, uma delas
pré- e outra anti-inflamatéria.

Comprovadamente, existe uma importante relacdo entre sistema imunol6gico
e doencas psiquiatricas (DOWLATI et al., 2010). Citocinas pré-inflamatérias como
TNF-a estdo aumentadas em doencas como TAB

Os resultados obtidos no presente estudo nos permitem sugerir que a
administracdo de LDX a médio prazo pode estar relacionada a um aumento da
susceptibilidade a processo inflamatério, pela diminuigcdo de IL-4 hipocampal. Além
disto, de forma curiosa, ocorreu um aumento desta mesma citocina na administracao
a longo prazo da LDX, o que nos sugere que a exposicdo a este farmaco por um
periodo mais prolongado, pode levar a um mecanismo compensatorio.

Tais dados despertam a atencdo para os efeitos deste farmaco em animais
controle, que na nossa situacéo experimental representam humanos saudaveis, uma
vez que estudos clinicos supéem que em estagios crénicos do TAB (KAUER-
SANT’ANNA et al., 2009) e da esquizofrenia (KUNZ et al., 2011) ocorre um aumento
de citocinas anti-inflamatdrias, o que supostamente € efeito decorrente de
mecanismos compensatorios desencadeados pelo estadiamento das respectivas

patologias.
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Observando-se de forma complementar os graficos da expressdo de
receptores AT1 e IBA ( marcacdo da atividade microglial) dos animais que
receberam LDX por trés semanas, pode-se concluir que ambos parametros estao
aumentados no grupo tratado o que sugere um aumento da atividade inflamatéria.

A sensibilizacdo do receptor AT1 desencadeia respostas inflamatoérias, além
de participar na geracdo de EROS (BAYNES, 2015). Desta maneira o0 aumento da
atividade destes receptores chama a atencdo para possiveis efeitos deletérios.
Assim, seu possivel envolvimento com a fisiopatologia de transtornos mentais vem
ganhando forca e tal fato tem mobilizado pesquisas que envolvem a utilizacdo dos
bloqueador de receptor de angiotensina (BRAs) como potencial tratamento para
transtornos psiquiatricos (DE GOIS QUEIROZ et al., 2013; GOMES, 2014).

Bath (2016) mostrou em estudo feito em vivo e em vitro que a inibicdo dos
receptores AT1 é capaz de inibir a ativacdo do fator de transcricdo ativado por
tirosina quinase (STAT3) e a liberacdo de TNF-a, além de reduzir a atividade
microglial e astroglial, decorrentes da neuroinflamag¢do induzida pelo uso de
lipopolissacarideo (LPS).

Em estudo pré-clinico, no qual foi utilizado o modelo animal de mania induzido
por anfetamina, Gomes 2014, evidenciou que a candesartana que € um BRAs, foi
capaz de reduzir os efeitos deletérios da AMPH, além de produzir importantes
efeitos cognitivos positivos neste modelo animal e de promover uma redugao da
neurotoxicidade causada pela administracéo deste estimulante.

A relacdo do processo inflamatério decorrente da sensibilizacdo do receptor
AT1, também foi evidenciada em um estudo que induz o estado epiléptico em
modelo animal por pilocarpina. Na referida pesquisa, o autor concluiu que houve
neuroinflamacéo decorrente do aumentado a atividade microglial e de receptores
AT1. O trabalho evidenciou ainda, uma atenuacéo destes mediadores inflamatdrios
e reducdo de perda neuronal com a administracdo de losartan, a qual foi capaz de
melhorar o prejuizo cognitivo, dos ratos, decorrentes deste modelo animal (SUN et
al., 2015)

Essa crescente de estudos que envolvem o possivel uso de farmacos BRAs é
decorrente da associacdo de fisiopatologias de transtornos neuropsiquiatricos a
processos oxidativos, inflamatério com aumento da expressao de microglia

resultados da sensibilizagéo de receptores AT1.



97

Relacionada ao mecanismo de modulacdo das citocinas inflamatéria, a
microglia tem sido amplamente estudada devido a sua relagcdo com a fisiopatologia
do processo inflamatoério e assim, estar possivelmente atrelada a fisiopatologia de
transtornos mentais.

Os resultados do presente estudo revelam que, embora ndo significativo,
houve um aumento da expressao da proteina marcadora de microglia no hipocampo
dos animais que receberam LDX por um longo periodo. Desta maneira, esta
elevacdo da atividade microglial, embora nédo expressiva, nos sugere uma relacao
da administracao de LDX com uma possivel atividade inflamatéria.

Em estudo que investigou a atividade das microglias na regido cerebral da
substancia negra de ratos submetidos a um tratamento com metilfenidato,
Sadavisan e colaboradores (2012), mostraram que a atividade microglial desta
regido encontra-se aumentada com o uso deste farmaco. Esta regido do cérebro
esta intimamente relacionada a degeneracéo de neurdnios pigmentados que ocorre
na doenca de Parkinson, além de ser uma regido associada a estimulos de
dependéncia e recompensa. Tais dados sugerem que embora a literatura aborde
que os efeitos da LDX sejam mais brandos que o do metilfenidato e outras
anfetaminas (OLIVEIRA ET AL, 2017), o uso da LDX por individuos saudaveis
também pode estar relacionado a danos cerebrais decorrentes do desencadeamento
de processos inflamatérios que por sua vez estdo amplamente associados a
diversas fisiopatologias de transtornos mentais.

Além destas evidéncias, é inevitavel relacionar o uso indiscriminado da LDX a
possiveis alteracbes metabdlicas decorrentes de altera¢cdes do sono, uma vez que
um dos principais objetivos do uso indiscriminado de LDX é a manutencéo do estado
de vigilia. O sono tem relacdo direta com o ciclo circadiano e este com o perfeito
funcionamento hormonal e imunolégico (MCCLUNG, 2007).

A privacdo do sono é utilizada de forma frequente como um fator estressor
para inducdo de modelo animal de mania (DE SOUZA, 2018) e de esquizofrenia.
Estudos mostram que fatores estressores, dentre eles a privacdo a privacao do
sono, sdo capazes de ativar a microglia de forma cronica, com consequente
aumento do nivel de citocinas (STACI D. BILBO, 2013). Além disto, acredita-se que
a exposicado na infancia ou adolescéncia a eventos que desencadeiem processos

inflamatorios, pode trazer mais vulnerabilidade ao sistema imune na vida adulta e
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elevar niveis de biomarcadores inflamatorios neste periodo da vida (JEE et al.,
2018).

Este prejuizo de forma potencializada na fase adolescente pode ser
decorrente & ao fato da extensa transicdo que ocorre neste periodo de vida.
Acredita-se que a adolescéncia seja anatbmica e fisiologicamente marcada pela
diminuicdo do volume hipocampal e reducdo da plasticidade neuronal, mudancas
estas que estdo diretamente relacionadas as alteracbes comportamentais comuns a
esta fase da vida. Ademais, acredita-se que a ocorréncia de fatores estressores
meio a tanta transicdo, culmina na interrupcdo de resposta comportamental de
horménios que estdo relacionados a cognicdo e emocdo (HOLDER; BLAUSTEIN,
2014)

A relagdo entre prejuizo cognitivo decorrente da alteracdo do sono fica clara
no estudo pré-clinico que concluiu que animais adolescentes que apresentam um
perfil com alta tendéncia comportamental a exploracdo, quando expostos ao modelo
de privagdo do sono paradoxal, apresentam comprometimento comportamental,
como hiperlocomo¢do associado a padrdo ansiolitico de risco, além de
comprometimento da memdéria de trabalho. Vale ressaltar que estes achados
remetem um comportamento animal de mania (LIMA, 2016) e assim que desta
maneira pode-se estreitar uma relagdo translacional de prejuizo cognitivo humano
em decorréncia da privacédo do sono.

Diante dos resultados do presente estudo no tocante a atividade micréglia do
hipocampo de animais submetidos ao uso indiscriminado de LDX, pode-se afirmar
gue houve um aumento desta variavel. Tal dado chama atencédo para a relacao de
aumento do estado de vigilia e potencial desencadeamento de processos
inflamatorios, nesta vulneravel fase da consolidacao e desenvolvimento cerebral que
é a infancia e adolescéncia.

Tais dados corroboram com o alerta do presente trabalho e da possivel
relacdo do uso indiscriminado desta droga com provaveis danos cognitivos, uma vez
gue a administracédo de LDX nos animais saudaveis desencadeou um aumento da

expressao dos receptores AT1 do hipocampo dos ratos.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que a administracdo repetida e em doses
crescentes de LDX por 3 semanas em ratos causa alteragcbes comportamentais e
neuroquimicas tempo- e area cerebral-dependente. Observou-se que no periodo de
1 semana houve aumento da atividade locomotora vertical, na segunda semana
aumento da atividade global no campo aberto e na terceira semana um aumento na
exploracdo do quadrante central do campo, este ultimo parametro refletindo um
comportamento de risco. Houve comprometimento na memoria declarativa
detectada pelo NOR na semana 2, embora nenhuma alteracdo na memoria de
trabalho tenha sido observada. No tocante a alteracdes oxidativas estas foram
evidentes na terceira semana de tratamento no hipocampo e corpo estriado.
Também vimos um aumento na expressdo de IBA1 (marcador de micréglia) na
terceira semana com tendéncia a aumento do receptor AT1 da angiotensina Il e
gueda dos niveis da citocina anti-inflamatoéria IL-4. Embora esta pesquisa tenha sido
realizada a nivel pré-clinico, a mesma desperta a atencdo de forma translacional
para o potencial risco do uso de altas doses de LDX em um cérebro saudavel.
Assim, o presente estudo chama atencdo para um alerta do uso indiscriminado de

farmacos psicoestimulantes por individuos saudaveis.
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