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RESUMO

O Transtorno de Déficit de Atencao/ Hiperatividade (TDAH) é um transtorno prevalente e
debilitante, diagnosticado com base em persistentes niveis de hiperatividade, desatencéo e
impulsividade. Farmacos estimulantes tém sido eficazes no tratamento desse transtorno, sendo
que o metilfenidato (MFD) é o agente terapéutico mais prescrito e seu uso aumentou
significativamente nos ultimos anos, entretanto, as conseqiiéncias da sua utilizacdo ainda sédo
pouco conhecidas. O MFD foi avaliado em modelos animais cl&ssicos para screening de
drogas com atividade em ansiedade, depressdo e convulsdo, tais como, labirinto em cruz
elevado (LCE), campo aberto, rota rod, nado forgado e convulsdo induzida por pilocarpina, e
em estudo neuroquimico, através da concentracdo de monoaminas, tais como dopamina (DA),
noradrenalina (NE) e 5-hidroxitriptamina (5-HT), além da atividade da enzima
Acetilcolinesterase (AChE). O MFD foi administrado de forma aguda em todos os testes, nas
doses de 2,5; 5; 10 e 20 mg/Kg, através da via oral (v.0.) em camundongos jovens (21 dias) e
adultos. Os resultados mostraram que 0 MFD apresentou efeito ansiolitico nos modelos LCE,
pois aumentou todos os parametros analisados no LCE, como NEBA, PEBA, TPBA e PTBA
nas doses de 10 e 20mg/Kg nos animais jovens e apenas na de 20mg/Kg nos animais adultos.
No teste do campo aberto, foi observado aumento na atividade locomotora em todas as doses
nos animais jovens e apenas nas doses maiores (10 e 20mg/Kg) nos animais adultos. N&ao
alterou o nimero de grooming e rearing. O MFD apresentou efeito antidepressivo no Sistema
Nervoso Central (SNC), pois no teste do nado forcado diminuiu o tempo de imobilidade nas
doses de 10 e 20 mg/Kg nos animais jovens e apenas na dose de 20mg/Kg nos animais
adultos. A avaliacdo neuroquimica comprovou o efeito antidepressivo do MFD, pois se
verificou um aumento da concentragdo das monoaminas. No teste da convulsdo induzida por
pilocarpina, o metilfenidato diminuiu a laténcia de convulsdo, bem como a laténcia de morte
nos animais jovens e adultos, sugerindo que o MFD apresenta atividade proconvulsivante. O
estudo sobre os efeitos sobre o sistema de neurotransmissao colinérgica demonstrou que o
pré-tratamento com MFD reduziu a atividade da AChE apenas no corpo estriado. Em
conclusdo, esses efeitos mostraram que o MFD apresenta efeito ansiolitico, efeito
antidepressivo e atividade proconvulsivante.

Palavras-chave: Transtorno do Déficit de Atencdo/Hiperatividade. Metilfenidato. Ansiedade.
Depressdo. Convulsdo. Acetilcolinesterase. Monoaminas



ABSTRACT

Attention-deficit hyperactivity disorder (ADHD) is a prevalent and debilitating disorder
diagnosed on the basis in persistent levels of overactivity, inattention and impulsivity.
Stimulant drugs have been effective in treating this disorder, and methylphenidate (MPH) is
the most widely prescribed therapeutic agent and its use has increased significantly in recent
years, however, the consequences of its use are still poorly known. The MFD was assessed in
classical animal models to the screening of drugs with activity in anxiety, depression and
convulsion, such as elevated plus maze (EPM), open field, rota rod, forced swimming and
pilocarpine-induced seizures and a neurochemistry study, through the level of monoamines,
such as dopamine (DA), norepinephrine (NE) and 5-hidroxytriptamine (5-HT) but the activity
of the enzyme acetylcholinesterase (AChE). The MPH was administered acutely in all tests at
doses of 2,5; 5; 10 e 20 mg/Kg, through the oral via (p.o.) in young mice (21 days) and
adults. Results showed that the MPH presented an anxyolitic effects in the models of EPM,
since increased all the parameters analyzed in the EPM, such as NEOA, PEOA, TPOA,
PTOA, at doses of 10 and 20 mg/Kg in young animals, and only in animals of 20 mg/Kg in
adults. In the open field, we observed an increase in locomotor activity at all doses in young
animals and only at higher doses (10 e 20 mg/Kg) in adult animals. Not was observed no
alteration the number of rearing and grooming. MPH presented antidepressant effect of
Central Nervous System (CNS), since in the forced swimming, decreases the time of
immobility in doses of 10 and 20 mg/Kg in young animals and only at a dose of 20 mg/Kg in
adult animals. The neurochemistry evaluation comproved the antidepressant effect do MPH,
because there was an increased concentration of monoamines. The test of the seizure by
pilocarpine, MPH did decrease the latency of convulsion and latency of death in young and
adult animals, suggesting that the MPH has proconvulsivante activity. The study of the effects
of the cholinergic neurotransmission system has show that pretreatment with MPH reduced
ACNhE activity only in the striatum. In conclusion, these effects showed that MPH presented
anxiolitic effect, antidepressant effect and proconvulsivante activity.

KeyWords: Attention-deficit hyperactivity disorder. Methylphenidate. Anxiety. Depression.
Convulsion. Acetylcholinesterase. Monoamines.
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INTRODUCAO




18

1 INTRODUCAO

1.1 Transtorno do Déficit de Atencdo/Hiperatividade (TDAH)

O Transtorno de Déficit de Atencdo/Hiperatividade (TDAH) é a primeira doenca
neuropsiquiatrica que surgiu no século 20 e esta associada a prejuizo académico e social
sendo tipicamente diagnosticada nos primeiros anos escolares da crianga; havendo estudos de
tratamentos com estimulantes desde 1937, sendo que a regulamentacdo e a aprovacdo do

tratamento com estimulantes para criangas deram-se no inicio de 1960 (DOYLE, 2004).

Conforme nos pontua Lopes (2010), o TDAH acomete 5% da populagcédo mundial, que
é de sete bilhdes de habitantes, segundo dados de 2011 do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) atualmente existem sete bilhGes de habitante no planeta, o que significa
que 35 milhdes de pessoas sofrem deste transtorno, trazendo-nos um dado significativo e

passivel de estudo.

Segundo Diniz et al. (2008) o TDAH acomete 5,29% das criancas no mundo inteiro.
Conforme Benczik (2010) em pesquisa realizada nos Estados Unidos, de 3% a 5% das
criancas em idade escolar possuem o transtorno. O TDAH perdura pela adolescéncia em 70%
dos casos e na adultidade prevalece em 4,4%, independente da faixa etaria. No Brasil, a
estimativa, segundo estudos realizados em alguns estados brasileiros como Rio Grande do Sul
e Paraiba, esse numero de criancas portadoras do TDAH, €é equivalente aos dados
internacionais (BENCZIK, 2010).

O TDAH ¢ caracterizado por desatencdo, hiperatividade e impulsividade, sendo que 0s
sintomas frequentemente persistem na vida adulta. As consequéncias desse transtorno incluem
prejuizo educacional, profissional e risco aumentado de desenvolvimento de outras desordens
psiquiatricas (ROHDE et al., 1999; BIEDERMAN, 2003).

Segundo Silva (2009), o TDAH apresenta-se de formas diferenciadas, podendo ser do
tipo predominantemente desatento, predominantemente hiperativo-impulsivo ou do tipo

combinado e abrange ambos 0s sexos independente de classe socio-econémica ou cultural.



19

A etiologia do TDAH ¢é desconhecida. E possivel que ndo tenha uma Unica causa e
seja a via final comum de vérios fatores que interajam (FARAONE et al, 1999). Estdo
inclusos fatores como baixo peso ao nascer, exposi¢do pré-natal ao alcool ou cigarro (MICK
et al., 2002); idade e saude materna, duracdo do parto, sofrimento fetal (SPENCER et al.,
2002) e componentes genéticos, com estimativa de herdabilidade entre 0,5-0,9% (THAPAR et
al., 1999) aumentando o risco de apresentar a doenca entre parentes de primeiro grau
(BIEDERMAN et al., 1992a).

Dentre os fatores de risco demonstrados acima, a hereditariedade tem sido muito
estudada, mostrando que o TDAH é transmitido entre familiares (FARAONE, 2004,
FARAONE et al., 2001). De acordo com estudos realizados com gémeos e com criancas
adotadas, os genes tém um papel importante na transmissdo do TDAH em uma familia
(BIEDERMAN; FARAONE, 2005).

O impacto desse transtorno na sociedade & enorme, considerando-se seu custo
financeiro, o estresse nas familias, o prejuizo nas atividades académicas e vocacionais, bem
como efeitos negativos na auto-estima das criancas e adolescentes (BIERDERMAN et al.,
1991). Estudos tém demonstrado que as criancas com TDAH apresentam um risco de
desenvolverem outras doencas psiquiatricas na infancia, adolescéncia e idade adulta
(BIEDERMAN et al., 1991; 2003).

O diagnéstico para o TDAH consiste basicamente em critérios clinicos, uma vez que
ainda nao é possivel dispor de um exame especifico para o diagnostico, existindo apenas
testes neuropsicologicos que nao sdo especificos para o TDAH e que servem como auxilio,
mas ndo como teste especifico de diagnostico. Estes critérios clinicos sdo estabelecidos por
classificagBes nosoldgicas internacionais como o Manual Diagndstico e Estatistico de

Transtornos Mentais (DSM) e a Classificacdo Internacional de Doencas (CID).

O DSM-1V caracteriza 0 TDAH de acordo com os seguintes critérios: O Manual
Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais Texto Revisado (DSM-IV-TR) contém os
critérios clinicos consagrados para o diagnostico do TDAH. Basicamente, 0 DSM-IV-TR usa
como critérios, o numero, freqiiéncia e severidade dos sintomas de hiperatividade,
impulsividade e desatencdo. E essencial que estejam presentes antes dos sete anos de idade,
persistentes por no minimo seis meses, observados em dois ou mais ambientes (escola e casa),

e que principalmente causem um prejuizo significativo no funcionamento académico, social e
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ocupacional dos seus portadores. Presenca dos sintomas somente em casa ou somente na
escola ndo qualifica o diagndstico do TDAH (FARIAS; CORDEIRO, 2011).

Ja a CID-10 inclui o transtorno em uma categoria especifica denominada de
Transtornos Hipercinéticos, com basicamente as mesmas caracteristicas sintomaticas que o
DSM-1V, dando, porém a informacgdo de que estes sintomas surgem normalmente antes dos

cinco anos e ndo dos sete como referenciado no DSM-1V (CID-10, 2008).

Conforme nos pontua Barckely (1987 apud Benczik 2010), os sintomas do TDAH
surgem nos primeiros anos de vida, porém existem estudos atuais que levantam a
possibilidade dos sintomas surgirem até os 12 anos de idade, ao contrario do que afirma o
DSM-IV da obrigatoriedade dos sintomas surgirem antes dos sete anos para serem

considerados como parte do diagnostico do TDAH.

A desordem ndo é exclusiva da infancia e, embora a hiperatividade diminua com o
tempo, a maioria dos pacientes continua a sofrer com suas consequéncias na adolescéncia e
vida adulta. Com a progressdo da idade, os sintomas de hiperatividade tendem a diminuir,

persistindo a desatencdo, que se torna mais proeminentes (FARAONE et al, 2000).

Adicionando mais dificuldades ao diagndstico do transtorno, o TDAH esta
frequentemente presente junto a outros diagnosticos, como transtorno de conduta (TC) e
opositor-desafiador (TOD), além das chamadas desordens internalizadoras como depresséo,
ansiedade, dependéncia quimica e transtorno de aprendizado (BIEDERMAN et al., 1992). No
geral, até 65% das criancas com TDAH terdo uma ou mais comorbidades. Entre 10 e 20% tem
transtorno de humor, 20% tém transtorno de conduta (BIEDERMAN; NEWCORN; SPRICH,
1991) e 30 a 45% tem TOD (WALLIS et al., 2008).

1.2 Fisiopatologia do TDAH

A fisiopatologia do TDAH envolve o circuito regulatdrio neural, incluindo o cortex
pré-frontal e os ganglios basais que sdo modulados pela funcdo dopaminérgica do
mesencefalo. O l6cus ceruleus também desempenha importante papel na atencdo, é

constituido basicamente de neur6nios adrenérgicos. Estudos recentes demostram que nao sé
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neurotransmissores dopaminérgicos, mas também noradrenérgicos sdo implicados na
fisiopatologia do TDAH (SOLANTO, 1998; HAN; GU, 2006).

Uma das primeiras teorias anatomofuncionais propostas para explicar a neurobiologia
do TDAH descreve disfungdes nas areas frontais e suas conexdes subcorticais no sistema
limbico. No principio, s6 havia o entendimento do envolvimento do sistema atencional
anterior, e o TDAH era entendido como um fraco controle inibitorio frontal sobre as
estruturas limbicas. Com isso, a teoria de um Unico centro atencional, apesar de bem
comprovada por estudos neuropsicologicos, de neuroimagem funcional e neurotrasmissores,
sO pode explicar alguns casos de TDAH (FAGUNDES, 2006).

A visdo anatomofuncional mais abrangente e completa deve incluir um circuito neural
com dois sistemas atencionais: um anterior que tende a ser dopaminérgico e envolve a regido
pré-frontal e suas conexdes subcorticais (responsavel pelo controle inibitério e funcdes
executivas, como a memoria de trabalho) e outro posterior, principalmente noradrenérgico
(responsavel pela regulacdo da atencao seletiva) (RIESGO; RODHE, 2004). O locus ceruleus
também desempenha papel importante na atencéo e é constituido basicamente de neurdnios
adrenérgicos e se torna muito ativo em resposta a estimulos especificos (PLISKA, 1996).
Apesar da importancia das func6es dos dois sistemas atencionais na neurobiologia do TDAH,
ainda sdo poucas as demonstracdes diretas das suas relacdes reciprocas no transtorno. Levy e
Farrow revisaram as conex0es pré-frontoparietais, que ligam o sistema atencional anterior e
posterior e sdo o suporte anatomofuncional para a meméria de trabalho (LEVY; FARROW,
2001).

A teoria proeminente é que no TDAH existe uma disfungdo da neurotransmissdo
dopaminérgica, com uma consequente desregulacdo dos circuitos dopaminérgicos. Isto inclui
a area frontal (pré-frontal, frontal motora, giro do cingulo); regides subcorticais (estriado,
tdlamo mediodorsal) e a regido limbica cerebral (nGcleo acumbens (NAc), amigdala e
hipocampo) (CASTELLANOS, 1997; DINN et al., 2001. Alguns trabalhos indicam uma
evidente alteracdo destas regides cerebrais resultando na impulsividade do paciente (RUBIA
etal., 2001).

Os sintomas relacionados a hiperatividade e impulsividade nesse transtorno parecem
ser controlados pela via dopaminérgica nigroestriatal. Os sintomas de hiperatividade estdo

ligados ao cortex motor suplementar/ cortex pré-frontal motor e também ao estriado (ndcleos
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caudado e putdmen) que apresentam volume diminuido (ALEXANDER et al., 1986) e
anormalidades nos transportadores de dopamina (SPENCER et al., 2005), enquanto os
sintomas de impulsividade e desinibicdo social estariam ligados ao cértex frontal orbital
(HESSILINGER et al., 2002).

O cortex frontal orbital é parte do sistema limbico e esta ligada a outra area importante
deste sistema, 0 nucleo accumbens, via circuitos CSTC. Este circuito especifico parece ser
responsavel por ligar um estimulo ascendente a emocgdes e transformar emocGes em acoes.
Estas acOes ocorrem através de liberacdo do neurotransmissor dopamina. Os estimulos
capazes de desencadear tal resposta sdo usualmente poderosos, carregando o potencial de
serem imediatamente transformados em acdo, antes que sejam aplicados analise cognitiva,
reflexdo e julgamento. Esta é a esséncia da impulsividade, e pode ajudar a entender porque

pessoas impulsivas agem de maneira auto-destrutiva e pouco racional (STAHL, 2008).

Portadores de TDAH apresentam uma ativacdo diminuida em neurdnios pré-frontais.
Em resposta a tarefas cognitivas que exijam atencdo e memoria de trabalho, estes individuos
ndo apenas falham em ativar areas como o cértex cingulado anterior, mas também recrutam
areas que, normalmente, ndo teriam esta funcdo, resultando em resposta lenta, ineficiente e
incorreta (STAHL, 2008). Acredita-se que o tdnus de neurbnios dopaminérgicos e
noradrenérgicos esteja disfuncional em portadores do distarbio (ARNSTEN; DUDLEY,
2005). Em consequéncia disto, neurbnios piramidais no cortex pré-frontal ndo seriam capazes
de distinguir entre estimulos importantes e distracdes, levando a dificuldade em manter o foco
de atencdo. Estes déficits sdo revertidos por agonistas de receptores dopaminérgicos D1 e
noradrenérgicos 02 (ARNSTEN; DUDLEY, 2005), que aumentam o tonus “aminérgico”
nestes neurénios, diminuindo a interferéncia de estimulos distrativos. Ao contrario, a ativacdo
excessiva dos circuitos de vigilia também pode estar presente no TDAH (ARNSTEN;
DUDLEY, 2005). Tdo deletéria quanto a ativacdo diminuida, esta parece estar ligada a
presenca de estresse crénico e comorbidades como ansiedade, dependéncia de substancias e

estados de humor excessivamente elevados (mania) (STAHL, 2008).
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1.3 Neurotransmissores envolvidos com o TDAH

Ha duas hipoteses que envolvem o TDAH e as vias centrais, uma esta relacionada ao
funcionamento de um sistema de substancias quimicas, 0S neurotransmissores,
(principalmente dopamina e noradrenalina), que passam informag&o entre as células nervosas
(neuroénios). Outa hipdtese é de que o TDAH poderia advir de uma imaturidade
dos sistemas de neurotransmissdo e mais concretamente dos sistemas
monoaminérgicos (GARCIA- MEDIAVILLA, 2003).

No Sistema Nervoso Central, monoaminas como Dopamina (DA), Serotonina (5-HT)
e Noradrenalina (NA) tem papel modulatério na neurotransmissdo e estdo envolvidas em
inimeras funcgdes fisioldgicas e condicbes patoldgicas (GREENGARD, 2001; GAINTDINOV
etal., 2002).

1.3.1 Dopamina

A catecolamina dopamina parece ter um papel fundamental na etiologia do déficit de
atencdo. Essa definicdo foi baseada na neurofarmacologia dos psicoestimulantes utilizados no
tratamento, em estudos de genética molecular e neuroimagem, além do comportamento e
bioquimica de modelos animais (KYRLEY et al., 2002).

O TDAH resulta, em parte, de déficits no sistema Dopaminérgico em estruturas
corticais, como cortex pré-frontal (SULLIVAN; BRAKE, 2003) e areas subcorticais, como o
Nucleo Accumbens (Nac) e o estriado (RUSSEL et al., 1995).

Estudos indicam a existéncia de ligacdo entre o0 TDAH e as alteracfes dos sistemas
dopaminérgicos, tendo em vista (SOLANTO, 2002):

1. aacdo da dopamina no comportamento motor;

2. a observacdo das técnicas de neuroimagem que relacionam a distribuicdo
anatdmica da dopamina com as regiBes cerebrais alteradas no transtorno;

3. que alguns farmacos eficazes no tratamento do TDAH possuem atividades

dopaminérgicas.
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Ao contrario de neurotransmissores excitatorios, como o Glutamato, ou inibitorios,
como o acido y- amino- butirico (GABA), a Dopamina pode ser excitatoria ou inibitdria,
dependendo do tipo de receptor a que esta ligada (NEVE; NEVE, 1997). A ativacdo dos
receptores D1 e D5 estimula a Adenilato-Ciclase, enquanto sua ligacéo a receptores D2, D3 e
D4 provoca inibicdo da Adenilato-Ciclase. A noradrenalina também age em receptores
dopaminérgicos, possuindo alta afinidade por D4 (ARNSTEN, 2005). A interpretacdo das
mudancas dopaminérgicas na patologia do TDAH ¢, assim, complicada por seu perfil de acéo
dual, excitatorio e inibitério (VAN DER KOOJI; GLENNON, 2007).

Inicialmente, a dopamina foi considerada apenas um precursor da noradrenalina, mas
estudos posteriores demonstraram que a distribuicdo da dopamina e da noradrenalina é
significativamente diferente. Na verdade, mais da metade de catecolaminas presentes no
cérebro é de dopamina (MISSALE et al., 1998). A dopamina é de fundamental importancia

nas fungdes motora, motivacional e relacionadas a memorizagao.

Existem quatro grandes vias dopaminérgicas no cerebro: mesolimbica, mesocortical,
nigroestriatal e hipotalamo-tubero infundibular (Figura 1.1). A via mesolimbica projeta-se da
area ventral-tegmental (VTA) para 0 nlcleo accumbens e esta envolvida na dependéncia a
substancias, recompensa (CALLAHAN et al., 1997), depressdo (causada pela deplecdo de
dopamina) (KLIMEK et al., 2002) e psicose (WATANABE et al., 1998). A via mesocortical
projeta-se da VTA para o cortex pré-frontal (PFC), e regula o processamento de informacoes,
atencdo seletiva, memaria do trabalho (habilidade de reter informacfes na memoria e utiliza-
la para guiar acbes futuras), linguagem e planejamento (GOLDMAN-RAKIE, 1996). O
sistema nigro-estriatal inicia-se na substancia nigra pars compacta (SNc) e regula funcdes
motoras, dentre outras (MALER et al., 1973). A via hipotalamo-tubero infundibular origina-
se no nucleo arqueado do hipotalamo e projeta-se primariamente para a hipéfise, regulando a
secre¢do de prolactina e horménio luteinizante (LH) (WIESEL et al., 1978).

As vias mesolimbica e mesocortical (juntas chamadas de via mesolimbocortical)
parecem ser as mais envolvidas na génese do déficit de atengdo (SULLIVAN; BRAKE,
2003). A dopamina mesolimbica parece estar desregulada nos portadores do transtorno, uma
vez que recompensas menores e imediatas sdo preferidas quando comparadas a maiores, mas
tardias (SONUGA-BARKE et al., 1992). Esta “impaciéncia maladaptativa” para esperar por
recompensas maiores € um dos aspectos da impulsividade observados no transtorno e parece

ser controlado pelo NAc (CARDINAL et al.,, 2004). A dopamina mesocortical estd ainda
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envolvida na atencdo seletiva e memdria de trabalho e este sistema parece hipofuncionante em
modelos animais de déficit de atencdo (DAVIDS et al., 2002).

A via nigro-estriatal tambem parece contribuir para a génese do TDAH no que se
refere a hiperatividade. Demonstrou-se que o transportador de dopamina (DAT), um
regulador importante da neurotransmissdo dopaminérgica, encontra-se diminuido em resposta
a administracdo do metilfenidato (MFD) a pacientes portadores de TDAH (KRAUSE et al.,
2000).

Figura 1.1 — Vias dopaminérgicas no cérebro
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8 nigro-estriatal

tubero-hipofisaria
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DOPAMINA \
Via
mesolimbica

Fonte: Rang et al., 2003

1.3.2 Noradrenalina

O papel da noradrenalina na fisiopatologia do Déficit de Atencdo ha tempo vem sendo
proposto. As implicagdes da noradrenalina no TDAH se assemelham as razdes da dopamina
(eficicia terapéutica de farmacos com agdo noradrenérgica, distribuicdo anatdmica da
noradrenalina, etc), também seu papel modulador de fungdes corticais como a atengdo, a
vigilancia e as fungdes executivas (GARCIA- MEDIAVILLA, 2003).



26

KORNETSKY (1970), apds observar os efeitos das anfetaminas no comportamento,
foi o primeiro a formular uma hipo6tese noradrenérgica do TDAH (que propds que a
hiperatividade seria resultante de transmissdo noradrenérgica aumentada) que coincidiu como
0 momento em que se propde a desatencdo como o sintoma determinante do transtorno
(NARBONA-GARCIA et al., 1999). Uma década depois, ZAMETKIN e RAPOPORT (1987)
propuseram que o TDAH parece estar associado com um déficit nas conex@es inibidoras
fronto-estriatais, mediada, por sua vez, por neurdnios noradrenérgicos e atuam sobre
estruturas estriatais baixas que sdo predominantemente compostas de neurdnios
dopaminérgicos. Neste sentido, existem dados que confirmam que se necessita de niveis
adequados de noradrenalina para o funcionamento do cortex pré-frontal e que niveis altos de
liberacdo de catecolominas (por exemplo, durante o estresse) interrompem o funcionamento
cognitivo do cortex pré-frontal (BIEDERMAN et al., 1999; STAHL, 2000). Especula-se
ainda sobre o papel dominante da adrenalina e seu efeito na atividade do l6cus ceruleus no
TDAH (SOLANTO, 1998). Contudo, a hip6tese noradrenérgica do TDAH ndo pode ser
confirmada completamente, o que tem levado alguns autores a ressaltar a importancia da
interacdo de dopamina e noradrenalina e a sugerir que as condutas dependentes de dopamina
se regulariza pela atividade noradrenérgica (SOLANTO, 1998; BIEDERMAN et al., 1999).

A dopamina e noradrenalina possuem a mesma via de sintese, pois sdo sintetizadas a
partir do aminoacido L-tirosina. Duas reacGes transformam a L-tirosina em dopamina: a
primeira é catalisada pela enzima tirosina-hidroxilase (TH) a qual converte L-tirosina em L-
3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA). A tirosina-hidroxilase é considerada a enzima limitante
desta via. O segundo passo é a descarboxilacdo da L-DOPA, catalisada pela enzima DOPA-
descarboxilase, a qual produz dopamina (DA) (Figura 1.2), que sofre agdo da dopamina -
hidroxilase para tornar-se noradrenalina (NA) (FELDMAN et al., 1997). Esse é o ponto-chave
da sintese de dopamina, pois na auséncia da enzima dopamina B-hidroxilase nos neurénios
dopaminérgicos ndo ha conversdao de DA em NA, ocorrendo, assim, o acimulo de DA nas

vesiculas sinapticas.

Ap0s serem sintetizadas, as catecolaminas se difundem pela fenda sinaptica e podem
ser catabolizadas pelas enzimas monoamina oxidase (MAO) e catecol o-metil transferase
(COMT) que estdo amplamente distribuidas no corpo e no Sistema Nervoso Central (SNC). A
MAO esta localizada na parte externa da membrana mitocondrial (COSTA; SANDLER,
1972) e pela sua localizacdo intracelular, tem um papel importante na inativacdo das
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catecolaminas que estdo livres na fenda sinaptica. A COMT age nas catecolaminas
extraneuronais. Os metabdlitos produzidos pela agdo dessas enzimas sdo: &cido diidrofenil
acetico (DOPAC) e acido homovalinico (HVA).

O transportador de Noradrenalina (NAT) localiza-se na membrana plasmética de
neurbnios noradrenérgicos, onde é responsavel pela recaptacdo de noradrenalina presente na
fenda sindptica. O NAT serve como mecanismo primario de inativacdo da transmissdo
noradrenérgica. Este € um processo competitivo, onde uma variedade de aminas naturais
(como dopamina) e outras drogas podem ocupar o transportador e influenciar na captagéo do
neurotransmissor. Drogas de abuso como cocaina e antidepressivos como desipramina,
venlafaxina, bupropriona e reboxetina bloqueiam o transporte, causando assim uma elevacgéo
nas concentracfes sinapticas de noradrenalina e potenciacdo da ativacdo de receptores pds-
sinapticos (TELLIOGLU; ROBERTSON, 2001; TRENDELEMBURG, 1991; AMARA,;
SONDERS, 1998).

A alteracdo no sistema noradrenérgico tem sido implicada em varios distarbios como
transtorno do déficit de atengdo e hiperatividade, depressdo e ansiedade (TIMMONS et al.,
2004). Certos componentes do sistema noradrenérgico podem estar envolvidos com excitacao
e medo. Assim, a ansiedade e a perda do prazer, caracteristicas da melancolia e da depressédo
podem estar relacionadas a desregulacdo do sistema noradrenérgico (SCHILDKRAUT, 1965;
KANDEL et al., 2000; KALIA, 2005; HALES; YUDOFSKY, 2006; YUDOFSKY;HALES,
2006).
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Figura 1.2 - Esquema simplificado dos eventos envolvidos na sintese e recaptacdo da
dopamina (DA).
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A sintese de DA inicia-se pela transformacéo do aminoacido Tirosina, que provém da
dieta, em DOPA, pela acdo da enzima tirosina hidroxilase, que representa a etapa limitante da
sintese de dopamina. Na sequéncia, a DOPA é convertida em DA pela acdo da enzima DOPA
descarboxilase. A DA recém-sintetizada é armazenada em vesiculas, onde permanece
protegida da degradacdo enzimética via MAO, até ser liberada por exocitose. Uma vez
liberada a dopamina atua em receptores pré e pds-sinapticos tendo sua acdo interrompida
principalmente pela recaptagdo via transportador DAT. Esse transportador representa o
principal alvo de atuacdo dos psicoestimulantes, dentre eles o metilfenidato. Modificado de
Nestler et al., 2009.

1.3.3 Serotonina

Alguns estudos, como o de RETZ et al. (2000), tém implicado também serotonina
(5HT) na etiologia do déficit de atengdo. A desordem é associada com o alelo SHTR1B 861G
(HAWI et al.,, 2002) e com o alelo longo 5HTT (RETZ et al., 2002). Demonstrou-se

anteriormente que receptores 5HT modulam a funcdo dopaminérgica. Assim, a eficacia
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clinica de drogas que agem em sistemas serotoninérgicos se deveria em parte aos seus efeitos
em sistemas dopaminérgicos (ALEX e PEHEC, 2007). A natureza e direcdo desta interag&o,
no entanto, dependeria da atividade basal dos sistemas de DA e 5HT, ou seja, se estes
sistemas estariam ativados ou ndo (ALEX e PEHEC, 2007).

GARCIA- MEDIAVILLA (2003) menciona estudos com ratos 0s quais mostram que
os altos niveis de dopamina no estriado produzem uma conduta hiperativa e estado
dopaminérgico alterado poderia determinar a poténcia dos efeitos inibidores serotoninérgicos;
a serotonina, portanto poderia modular a hiperatividade sem produzir alteragbes nas

concentragOes de dopamina.

A 5-hidroxitriptamina (5-HT, serotonina) é sintetizada a partir do aminoacido
essencial L-triptofano apds sua captacdo do sangue para o cérebro. A fonte primaria de
triptofano ¢ a dieta. O triptofano € convertido a 5-hidroxitriptofano pela acdo da triptofano
hidroxilase, etapa limitante da reacdo. O 5-hidroxitriptofano, por sua vez, € convertido a 5-
hidroxitriptamina (serotonina) pela acdo da enzima L-aminoacido aromatico descarboxilase.
Apos a sintese, a serotonina é armazenada nos granulos secretores e liberada dos neurdnios
serotonérgicos por exocitose. A principal via de metabolismo da 5-HT envolve a desaminagéo
oxidativa pela MAO, com formacdo de um intermedidrio acetaldeido (5-
hidroxindolacetaldeido), que, por fim, é convertido em acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA),

pela enzima aldeido desidrogenase (Figura 1.3).

Figura 1.3 - Sintese da 5-hidroxitriptamina (serotonina)
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Fonte: http://www.orgone.com.br/imagens/figura2.gif

1.4 Ansiedade

Os transtornos da ansiedade estdo entre as formas mais comuns de psicopatologia em
todo o mundo (HELLION-IBARROLA et al.,, 2006; ROSEN et al., 2008), com uma
prevaléncia estimada ao longo da vida de 28,8% e uma prevaléncia estimada em 12 meses de
18,1% na populacéo geral ( GARAKANI et al., 2006).

A ansiedade normal pode ser definida como um difuso e desagradavel sentimento de
apreensdo, muitas vezes acompanhada por sintomas autonémicos, tais como dores de cabeca,
palpitacdes, aperto no peito, agitacdo e desconforto gastrico leve, que podem ser uma resposta
a uma situacdo ou estimulo ameacador. Enquanto o medo € especifico, a ansiedade é
considerada difusa e desfocada (KEELEY; STORCH, 2009).

Um agente ansiolitico deve reduzir a ansiedade e exercer um efeito calmante, com
pouco ou nenhum efeito sobre as fungdes motoras ou mentais. Varias drogas ansioliticas
usadas rotineiramente, principalmente o0s benzodiazepinicos (diazepam, alprazolam,
bromazepam, clonazepam) estdo entre as classes de drogas que modulam alostericamente 0s
receptores gabaérgicos do tipo A (OLSON, 2002).

Em termos bioldgicos, a ansiedade induz a uma forma particular de inibicdo de
comportamento (PESTANA, 2010). Em animais, esta inibicdo comportamental pode tomar a
forma de imobilidade ou de supressdo de uma resposta comportamental, tal como pressionar
uma alavanca para obter comida (RANG; DALE, 2007). O comportamento de medo ou
ansiogénico em animais também pode ser expresso pela aversdo espontanea ao ambiente
aberto (TREIT et al., 1993), iluminado e alto (BUSH et al., 2007).

Alguns autores acreditam que a ansiedade pode modificar os sintomas do TDAH,
principalmente diminuindo a impulsividade (LIVINGSTON et al., 1990). Na avaliacdo
neuropsicoldgica, criangas portadoras de TDAH e transtorno de ansiedade apresentam
maiores dificuldades para executar tarefas mais complexas, que exigem maior demanda da
memoria de trabalho, do que criancas que apresentam apenas TDAH. Nessas tarefas, em que
sdo exigidos processamento ativo e armazenamento de informagOes, criangcas com a

comorbidade apresentam desempenho inferior. Em contraste, em testes nos quais é avaliado o
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tempo médio de reacdo, o desempenho é melhor do que em criangas s6 com TDAH
(BADDELEY, 1986).

Estudo documenta que as criangas com essa comorbidade respondem igualmente bem
ao tratamento comportamental e a utilizacdo de medicamentos. Esse grupo de pacientes pode
ser especialmente propicio para intervencdes psicoterapicas (JENSEN et al., 2001).

1.5 Depressao

A depresséo é uma doenca de curso episodico ou crénico, debilitante e que apresenta
uma alta incidéncia, sendo uma grande preocupacdo na saide publica (HELLION-
IBARROLA et al., 2006; GALDINO, 2009). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), a depressdo atualmente representa a segunda causa de incapacidade nos paises
desenvolvidos. Nos ultimos anos, muito esfor¢co tem sido dedicado visando melhorar o
diagndstico e tratamento dessa doenca (ANSSEAU et al., 2009).

Estima-se que em 2020 a depressao serd a segunda maior causa de incapacidade no
mundo (MARTIN et al., 2007; CONKLIN et al.,, 2009). Os individuos deprimidos
apresentam anedonia (dificuldade em experimentar experiéncias prazerosas), irritabillidade,
dificuldade de concentracdo, anormalidades do sono e do apetite. Além da mortalidade
associada ao suicidio, pacientes depressivos sdo mais susceptiveis a desenvolver doencas
coronérias e diabetes tipo 2 (KRISHNAN; NESTLER, 2008). E frequentemente associada
com a ansiedade em um contexto clinico. A ansiedade pode predispor ou aumentar a
vulnerabilidade dos individuos a depressdo ou pode apresentar-se como uma comorbidade
(BASSO et al., 2009; DEMPSEY et al., 2009).

Em animais, ndo ha condicdo conhecida que corresponda a condi¢cdo inata da
depressdo em seres humanos, mas varios procedimentos foram descritos, que produzem em
animais estados comportamentais (retirada da interacdo social, perda de apetite, atividade
motora reduzida, estresse, situacdes inescapaveis, entre outros), tipicos da depressdo humana
(PORSOLT et al., 1987).

A principal teoria bioquimica da depressdo ¢ a “hipotese das monoaminas”, que

postula que a depressdo é provocada por uma diminui¢cdo funcional de monoaminas no
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cérebro. Esta hipdtese foi originada a partir de observaces clinicas, onde foi observado que a
imipramina e a iproniazida, dois compostos ndo relacionados estruturalmente e que néo
tinham uso psiquiatrico, tinham potentes efeitos antidepressivos em humanos. Posteriormente,
descobriu-se que essas substancias aumentavam a transmissdo central de serotonina,
dopamina e noradrenalina. Outra evidéncia clinica foi o uso da reserpina, um antigo agente
antihipertensivo que atua depletando os estoques de monoaminas e produz sintomas
depressivos em humanos (KRISHNAN; NESTLER, 2008).

Criangcas com TDAH costumam apresentar dificuldades sociais e académicas. A
presenca de sintomatologia depressiva sobreposta aos sintomas de desatencdo e/ou
hiperatividade exacerba as dificuldades apresentadas por essas criancas, ocasionando menor
capacidade atentiva e mnemoOnica, baixo rendimento escolar, sensacdo de fracasso e
agravamento da baixa auto-estima. A depressdo pode aumentar também a agitacdo
psicomotora e a impulsividade j& apresentadas pelas criangas com TDAH, tornando-se mais

exposta a acidentes e comportamentos diruptivos (BIEDERMAN et al., 1998).

Estudo realizado na Universidade Federal do Rio de Janeiro (GEDA) foi encontrado
prevaléncia de aproximadamente 14% na amostra clinica estudada, utilizando-se o
questionario padronizado P-ChIPS (SOUZA et al., 2001). A alta prevaléncia de depressdo em
criancas com TDAH foi documentada em um estudo de Biederman (1995) envolvendo 136
criangas referidas a um centro de tratamento. Nessa amostra, 76% apresentaram comorbidades
de depressdo com TDAH, sendo que, de 66 criangcas com sintomatologia depressiva grave,

74% apresentavam diagnostico de TDAH.

1.6 Epilepsia

O termo convulsdo refere-se a alteracdo transitéria do comportamento recorrente do
disparo ritmico, sincronico e desordenado de populacfes de neurdnios cerebrais. J& 0 termo
epilepsia refere-se a um distirbio da funcdo cerebral caracterizado pela ocorréncia periddica e
imprevisivel de convulsées (BRUNTON, 2006).
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A epilepsia é o segundo distarbio neuroldégico mais comum depois do acidente
vascular cerebral, afetando 0,5 a 1% da populagdo (ALI et al., 2004). Elas podem sofrer
conseqiiéncias profundas, inclusive morte subita, ferimentos, problemas psicologicos e
transtornos mentais. (MARCHETTI; DAMASCENO, 2000). Também a epilepsia se associam
problemas sociais e econdmicos. Pode ser considerado um problema significativo de satde
publica (GOMES, 1994; 1997).

As crises convulsivas podem se desenvolver com graus diferentes de envolvimento
muscular. O evento motor consiste em aumento ou redugdo da contracdo muscular. O
aumento da contracdo muscular pode ser do tipo ténico (significando contragdo muscular
mantida durante segundos ou minutos), clénico (contracbes musculares, seguidas de
relaxamento gerando abalos musculares sucessivos) ou mioclénicos (contracdes musculares
muito breves, semelhantes a choques). A diminuicdo da contracdo muscular caracteriza as

mioclonias negativas ou crises atonicas (ENGEL, 2001).

A comorbidade psiquiatrica mais prevalente nos pacientes com epilepsias,
principalmente nos casos refratarios € o TDAH, cujos sintomas podem estar presentes em
mais de 60% dos pacientes que possuem epilepsias refratarias ao tratamento medicamentoso
(THOME-SOUZA et al., 2004; SHERMAN et al., 2007). A prevaléncia do TDAH na
populacdo é em torno de 3 a 7% (ROHDE et al., 2004; POLANCZYK et al., 2007). Em
pacientes portadores de epilepsia, 0 TDAH ocorre em cerca de 20 a 40%, portanto, muito
acima da prevaléncia do TDAH na populacio em geral (DUNN et al., 2003; SANCHEZ-
CARPINTERO; NEVILLE, 2003; PALMINI, 2004; HAMODA et al, 2009).

Muitos mecanismos relacionados a epilepsia tentam justificar esta alta prevaléncia,
como os efeitos adversos das drogas antiepilépticas utilizadas, a cronicidade da epilepsia, a
influéncia das descargas epileptiformes interictais na vigilia, aten¢do, memoria e linguagem
dos pacientes portadores de epilepsia (PALMINI, 2004; HAMODA et al, 2009). As
evidéncias atuais apontam para uma relacdo bidirecional entre crises epilépticas, transtornos
do humor e TDAH, de modo que ndo apenas pacientes com epilepsia apresentam um risco
maior de desenvolver estes transtornos, mas também pacientes com transtorno do humor e
com TDAH apresentam maior susceptibilidade para o desenvolvimento de crises epilépticas
(KANNER, 2008; HAMODA et al, 2009).
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A fisiopatologia da convulsdo ainda néo esta completamente definida. Os modelos de
convulsdo em animais reproduzem alteracdes comportamentais e eletroencefalogréficas que
sdo semelhantes a crise convulsiva em humanos (BEN-ARI et al., 1980, 1981). Esses modelos
sdo utilizados para estudar o envolvimento dos sistemas de neurotransmissores como
moduladores da epileptogénese, como também permitem observar alteragdes
comportamentais, histopatoldgicas, e outros dados neuroquimicos relacionados ao processo
convulsivo (CAVALHEIRO et al., 1994; MARINHO et al., 1997, 1998, COSTA-LOTUFO
et al., 2002).

A epilepsia do lobo temporal humana é uma desordem cronica, freqiientemente
associada a um estimulo inicial precipitante como estado epiléptico, trauma e convulsdes
febris prolongadas (ENGEL; PEDLEY, 1997). E um dos distirbios neurolégicos mais
comuns, apresentando taxa de prevaléncia de 5% (DELORENZO et al., 2001).

As convulsdes induzidas por pilocarpina podem produzir danos neuronais em diversas
areas e, especialmente, nas estruturas limbicas, causando perda neuronal no hipocampo,
amigdala, cortex piriforme, cdrtex entorrinal, septum lateral, tdlamo, neocértex e substancia
negra, sugerindo o envolvimento de diferentes areas durante o estabelecimento do processo
epiléptico (BORELLI et al., 2002; CLIFFORD et al.,, 1987, HONCHAR et al., 1990;
MARINHO et al., 1997; TURSKI et al., 1983).

1.7 Neurotransmissao colinérgica

Diversos estudos sugerem o envolvimento do sistema colinérgico na epilepsia humana
(TURSKI et al., 1983a; JOPE et al., 1986; HIRSCH et al., 1992; NATHANSON et al., 1999;
MICHOTTE et al., 2000; PERSINGER et al, 2001). Este sistema tem como
neurotransmissor a acetilcolina (ACh). A acetilcolina (ACh) é um mediador quimico de
sinapses no sistema nervoso central (SNC), no sistema nervoso periférico e também na jungao
neuromuscular. A ACh, seus receptores e 0 aparato enzimatico responsavel por sua sintese e
degradacdo constituem o sistema de neurotransmissdo colinérgica (BRUNEAU;
AKAABOUNE, 2006).
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A ACh é um importante neurotransmissor excitatorio no cérebro (NATHANSON et
al., 1999; OLNEY et al., 1983 e 1986). A estimulagédo cerebral induzida pela ACh ocorre
através da ativacdo dos receptores colinérgicos cerebrais, onde cerca de 99% destes sdo
muscarinicos, e 1% sao nicotinicos (ELGOYHEN et al., 2000; PEPEU, 1983). Assim, a
maioria dos efeitos de ativacdo colinérgica no cérebro é provavelmente devido a estimulacdo

dos receptores colinérgicos muscarinicos (RCM).

Os RCM estdo amplamente distribuidos em todo o corpo e exercem inimeras fungdes
vitais no cérebro e no sistema nervoso autbnomo (JOPE, 1979; LEFKOWITZ et al., 1996).
No cérebro, sdo importantes na memoria e na fisiopatologia das doencas afetivas e na
esquizofrenia (DAVIS et al., 1975; 1980). No fim de 1980, através de técnicas de biologia
molecular, foram identificados 5 subtipos de RCM (M3 My, M3 M 4e M 5) (BONNER et al.,
1987; LIAO et al., 1989; NATHANSON et al., 1999).

A administracdo periférica de altas doses do agonista muscarinico colinérgico
pilocarpina produz convulsdes em roedores (TURSKI et al., 1989; MARINHO et al., 1997).
O inicio dessas convulsdes pode ser bloqueado pela atropina e atenuado pela inibicdo da
atividade colinérgica enddgena (JOPE et al., 1986; 1992; MORRISETT et al., 1987a;
MARINHO et al., 1997). Assim, o processo convulsivo, decorrente do tratamento de ratos
com pilocarpina em doses convulsivas, parece depender da ativacdo dos receptores
muscarinicos, podendo envolver o metabolismo dos fosfoinositidios e sendo capaz de

produzir lesGes cerebrais e alteracbes comportamentais (MARINHO et al., 1997; 1998).

A pilocarpina também altera os niveis do neurotransmissor colinérgico (associado as
convulsBes induzidas em ratos pela administracdo de agonistas colinérgicos, principalmente
pilocarpina, esta o intenso aumento observado na sintese e liberacdo da ACh), podendo, ainda,
produzir alteracbes nos niveis de outros neurotransmissores (noradrenalina, dopamina,
serotonina, glutamina e GABA), embora pouco se conheca sobre estas alteracdes
(MICHOTTE et al., 2000; DELORENZO et al., 2000; RAOL et al., 2001; COSTA-LOTUFO
et al., 2002).
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1.8 Correlagdo das areas cerebrais

Vaérias estruturas cerebrais estdo envolvidas na organizacdo do comportamento emocional,
tais como hipocampo e corpo estriado. Estas estruturas possuem importante interacdo
anatdmica e estdo envolvidas em modalidades funcionais interdependentes que coordenam o

comportamento emocional e cognitivo.

1.8.1 Hipocampo

O hipocampo possui importantes conexdes com o talamo, hipotalamo e cortex
entorrinal. Estas conexdes Ihe permitem atuar como conferidor das informacgdes sensoriais
provenientes do cortex entorrinal, e confronta-las com as predicbes geradas no sistema
limbico, que, por sua vez, integra informac6es de outras partes do cérebro, incluindo o cortex
pré-frontal. Quando h& incompatibilidade entre os eventos ambientais e 0 que esta
armazenado, o hipocampo passa a funcionar como modalidade controle, que gera inibicdo
comportamental, acompanhada por aumento de atencdo ao meio e do aumento da vigilancia
aos estimulos potencialmente perigosos (McNAUGHTON; GRAY, 2000; BRANDAO,
2001). Esta funcdo hipocampal é de grande importancia em situa¢fes em que se estabelece o
conflito entre evitar o estimulo potencialmente perigoso e aproximar-se dele
(McNAUGHTON; GRAY, 2000).

A literatura sugere o hipocampo como sitio de origem da atividade convulsiva
induzida por pilocarpina (TURSKI et al., 1983a,b). Outros achados sugerem como sitio inicial
dessas convulsdes o palido ventral ou nicleo accumbens (CLIFFORD et al., 1987). Estudos
eletroencefalograficos e autoradiogréaficos, realizados posteriormente, sugeriram ambas as
areas como locais de inicio das convulsdes (LABANDEIRA-GARCIA et al., 1994;
KULKARNI; GEORGE, 1995).
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1.8.2 Corpo estriado

O corpo estriado € uma estrutura onde estimulos com valores afetivos e emocionais
interagem com areas motoras (MOGENSON et al., 1980; PENNARTZ et al., 1994). O corpo
estriado € considerado uma importante area de producdo de respostas emocionais, contudo,
mudancas no seu conteldo monoaminérgico podem implicar em varias desordens cerebrais,
incluindo a ansiedade (SESACK; PICKEL, 1992).

O corpo estriado funciona como uma interface entre os sistemas motivacional e motor,
de modo a servir de canal por onde o estimulo com valor afetivo e emocional acessa as vias
efetoras-motoras (MOGENSON et al., 1980; PENNARTZ et al., 1994).

Sabe-se que a exposicdo a um estresse moderado ativa o sistema dopaminérgico no
cortex pré-frontal enquanto ndo afeta o metabolismo dopaminérgico no estriado. Por outro
lado, a exposigdo a um estresse mais intenso resulta em um recrutamento do sistema
dopaminérgico mesolimbico que inerva o corpo estriado (ROTH et al., 1988; GOLDSTEIN et
al., 1996).

O corpo estriado, além de ser uma das areas mais acometidas, pode estar relacionado
de forma importante aos mecanismos de propagacdo e manutencdo (epileptogénese) da
convulsdo (MARINHO et al., 1998). BARONE et al. (1991) demonstraram que, através da
administracdo intracerebral em corpo estriado de agonista dopaminérgico D, havia protecdo
com relacdo ao desenvolvimento de convulsdes em ratos adultos, sugerindo também a

participacdo dessa area cerebral nas convulsdes limbicas.

1.9 Metilfenidato

Existem inimeras pesquisas acerca do TDAH, porém o tratamento ainda gira em torno
de uma polémica discussdo acerca da terapia medicamentosa, que embora amenize 0s

sintomas do TDAH, causam efeitos colaterais desastrosos (LOPES, 2010).
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H& pelo menos trés décadas foi descoberto que os psicoestimulantes, como as
Anfetaminas e o Metilfenidato, foram capazes ndo sé de diminuir a hiperatividade e a
impulsividade, mas também de melhorar a atencdo (FREDRIKSSON et al., 2004). Suas
propriedades farmacoldgicas tém sido bem caracterizadas, mas seu mecanismo de acao nao
estd completamente estudado (SOLANTO, 1998).

O Metilfenidato (MFD, metil 2-fenil-2- (2-piperidil) acetato — nomenclatura IUPAC)
(Figura 1.4) é um derivado da piperidina e esté relacionado estruturalmente & anfetamina. E
uma substancia quiral cuja farmacologia especifica esta situada totalmente no enantidmero D.
No cérebro humano, o enantibmero D se liga aos transportadores de dopamina, enquanto o

enantibmero L ndo apresenta essa capacidade de ligagdo (VOLKOW et al., 2005).

Os medicamentos estimulantes utilizadas no tratamento do TDAH foram, em sua
maioria, de ac¢do curta, com meia-vida em torno de 3 a 4 horas, requerendo multiplas tomadas
diarias. Hoje, estdo disponiveis em diferentes formulacdes de liberacdo prolongada, durando
entre 8 e 12 horas (VAN DER KOOQJI et al., 2007).

O MFD no Brasil se apresenta em duas formas, uma de absorcdo imediata, conhecida
como Ritalina® que tem duracdo de acdo de trés a quatro horas sendo ministrado de trés a
cinco vezes ao dia em dose disponivel de 10 mg. A outra forma é de acéo prolongada com os
nomes comerciais de Ritalina LA® e Concerta LA®. A Ritalina LA® pode ser tomada de
uma a duas vezes ao dia com dosagens de 20, 30 ou 40 mg, enquanto o Concerta LA® tem
uma duracdo de acdo de 12 horas, com apenas uma dose diaria, e se apresenta em dosagens de
18, 36 e 54 mg, sendo também de liberacéo prolongada (LOUZA; MATTOS, 2007).

O MFD apresenta acdo curta, com uma meia-vida de 2 a 3 horas. A concentracao
plasmatica é aproximadamente 10 ng/ml 2 horas apos a ingestdo oral (CHAN et al., 1983).
Sua absorcdo é completa e rapida, atravessando a barreira hematoencefalica facilmente,
devido a sua lipossolubilidade. Apds a absor¢do, em um periodo de 48 a 96 horas, 0 MFD ¢é
metabolizado através do sistema microssomal hepético. O principal metabdlico urinario é um
produto desesterificado, o &cido ritalinico (AURIEL et al., 2009).

As doses diarias necessarias para alcangar os beneficios clinicos variam amplamente
em criangas e adultos devido a variabilidade na absorcdo pelo trato gastrointestinal,

permeabilidade da barreira hematoencefalica e resposta ao tratamento. A dose clinica pode
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variar de 0,1 a 1,6 mg/kg/dia, normalmente dividida em 3 a 4 doses (KIMKO et al., 1999;
SWANSON et al., 2003). Para a obtencdo de melhor resposta terapéutica, a dose deve ser
ajustada individualmente (SWANSON et al., 1991). Os efeitos colaterais mais comuns sao
agitacdo, diminuicdo do apetite, euforia, insbnia e nervosismo. A intoxicacao é caracterizada
por um quadro de hiperatividade simpaética, incluindo hipertensdo, taquicardia e hipetermia
(CORDIOLI et al., 2005).

E considerado um modesto estimulante do SNC, mas com proeminentes efeitos em
atividades mentais e motoras. Em grandes doses provoca sinais de estimulacdo generalizada
do SNC, que podem levar a crises convulsivas e apresenta propriedades farmacoldgicas
essenciais idénticas as anfetaminas. O MFD também compartilha o potencial de uso abusivo
das anfetaminas, considerado como substéncia controlada da classe Il nos EUA. O farmaco
estd envolvido no controle da atengdo em nivel de cortex cerebral. Além do TDAH, esta
indicado para o tratamento da narcolepsia (GOODMAN; GILMAN, 2006).

Figura 1.4 - Estrutura quimica do metilfenidato

2T

Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Methylphenidate-2D-skeletal.svg

Existe uma consideravel quantidade de dados atestando a seguranca e eficacia do
MFD; entretanto, 0 seu mecanismo de acdo ainda ndo estd completamente elucidado
(SOLANTO, 1998; CONNERS, 2002). Estudos mostram que o MFD bloqueia o


http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Methylphenidate-2D-skeletal.svg
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transportador de dopamina, resultando no aumento da disponibilidade desse neurotransmissor
na fenda sinéptica, principalmente em estriado e cortex pré-frontal. Embora o MFD tenha uma
maior afinidade pelos transportadores de dopamina, ele também atua sobre os sistemas
noradrenérgicos e serotoninérgicos, bloqueando seus transportadores (GATLEY et al., 1996;
KUZENSKI; SEGAL, 1997).

VOLKOW et al. (2005) relataram que o efeito do MFD tem duas hipoteses. A
primeira considera que pelo bloqueio dos DAT, a dopamina extracelular ativa autoreceptores
locais pré-sinépticos, levando a uma atenuagdo da dopamina liberada em resposta a fase
celular dopaminérgica de gatilho (SEEMAN; MADRAS, 1998). A segunda hipétese sugere
que os bloqueios dos DAT dominam os efeitos inibitorios da ativacdo de autoreceptores, o
que leva a um efeito de rede acumulando dopamina na sinapse e amplificando o sinal
dopaminérgico. A dopamina estd envolvida em diversas doengas do SNC, como Doenca de
Parkinson, esquizofrenia e TDAH, em certos distdrbios enddcrinos e na dependéncia de
drogas (AZMITIA, 1995).

A disfuncdo nos sistemas dopaminérgicos e noradrenérgicos podem levar a auto-
regulacdo como a atencdo seletiva (neurdnios noradrenérgicos) e a motivacdo (sistema
dopaminérgicos), os quais estdo implicados na patogénese do TDAH (DOUGHERTY et al.,
1999; SOLANTO, 1998). O efeito do metilfenidato pode envolver outros sistemas de
neurotrasmissores como noradrenalina (KUCZENSKI; SEGEL, 1997), serotonina
(GAINETDINOV et al, 1999) e glutamato (GAINETDINOV, 2001).

Mesmo sabendo do envolvimento de diversos fatores relacionados com a patologia do
TDAH, ha ainda a necessidade de mais estudos sobre a fisiopatologia do TDAH e do
envolvimento dos sistemas de neurotransmissores e a descoberta mais elucidada do
mecanismo de acdo do metilfenidado e de outros medicamentos para o tratamento desse

transtorno.
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

O Transtorno de Déficit de Atencdo e Hiperatividade é um disturbio neuropsiquiatrico
comum que causa transtornos sociais, académicos e ocupacionais em criangas, adolescentes e
adultos (TAN; APPETON, 2005; WIGAL, 2009). A prevaléncia desse transtorno nos Estados
Unidos da América € 6-9 % nos jovens (isto &, criancas e adolescentes) e 3-5% nos adultos. A
taxa de prevaléncia nos jovens é semelhante em todo o0 mundo (DUNN, 2003; DOPPHEIDE;
PLISZKA, 2009).

Até recentemente, acreditava-se que havia uma remissao na adolescéncia ou no inicio
da idade adulta. Entretanto, estudos longitudinais mostram que 75% das crian¢as mantém
sintomas durante a adolescéncia e aproximadamente 65% das criancas continuam a apresentar
sintomas na idade adulta, resultando em uma prevaléncia de 3 a 5% na populacdo adulta
(KESSLER et al., 2006).

A farmacoterapia disponivel, até entdo, parece ser efetiva em todas as idades, mesmo
nos pre-escolares e naqueles que tém a TDAH instalada na vida adulta. Estimulantes, tal
como metilfenidato e anfetamina, sdo 0s mais efetivos e parecem ser seguros (DOPPHEIDE;
PLISZKA, 2009; LEONARD, 2004). Contudo, casos de mortes subitas em criancas e
adolescentes, efeitos adversos sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) e efeitos sobre o
crescimento tém propiciado a introducdo de novas substancias e maiores investigacoes
relacionadas & eficacia e seguranca desses medicamentos na terapia e manejo da TDAH
(WIGAL; CHAVEZ et al.; KUEHN, 2009).

O uso do MFD aumentou significativamente nos ultimos anos, entretanto, as
conseqiiéncias da sua utilizacdo ainda s&o pouco conhecidas. A maioria dos estudos foi
conduzida em adultos, mas pouco é conhecido sobre a acdo do MFD no cérebro jovem. Os
sintomas do TDAH, nos pacientes com epilepsias graves, repercutem amplamente na
qualidade de vida das criancas e dos seus familiares, levando a uma piora de até quatro vezes
nos indices de qualidade de vida (SHERMAN et al., 2007).

H& a necessidade de se investigar apropriadamente o MFD (farmaco largamente
utilizado ha mais de trés décadas) sobre o SNC, em estudos animais e em humanos, associado

ao fato do aumento do numero de prescrigdes em criangas e adolescente (HIGGINS, 2009).
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Tendo como parametro a relacdo risco-beneficio, onde o efeito terapéutico supere qualquer
efeito danoso e levando em consideracdo o uso demasiado do MFD, tornou-se de extrema
relevancia estudar os efeitos sobre o0 SNC, que com o presente estudo, almeja-se contribuir
para o uso racional, através de varios modelos animais de comportamento com a finalidade de
verificar seus efeitos na ansiedade, depressdo, atividade locomotora e potencial para

desencadear ou ndo convulsodes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo principal deste estudo foi investigar o provavel mecanismo de acdo do
metilfenidato no sistema nervoso central, atraves da analise e das alteragfes comportamental
em modelos padronizados de ansiedade, depressédo e convulsdo em camundongos jovens e
adultos, e das concentragcdes neuroquimicas, no corpo estriado e hipocampo, relacionadas a

estes comportamentos.

3.2 Objetivos especificos

» Avaliar os efeitos do pré-tratamento com metilfenidato em modelos comportamentais
de ansiedade, depressdo, atividade locomotora e convulsdo ap6s os tratamentos agudo

em animais jovens e adultos;

» ldentificar os efeitos do pré-tratamento com metilfenidato sobre os niveis de

monoaminas no hipocampo e corpo estriado em animais jovens e adultos;

» Investigar a atividade da acetilcolinesterase em hipocampo e corpo estriado de animais
jovens e adultos pré-tratados ou ndo com metilfenidato e/ou Pilocarpina 400mg/Kg

(modelo colinérgico de convulséo).
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MATERIAIS E METODOS




4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Drogas e Reagentes
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Quadro 4.1 - Drogas e Reagentes utilizados e suas origens

Drogas/Reagentes

Agua Destilada

Diazepam
Imipramina Imipra®
Cloridrato de pilocarpina

Metilfenidato-Ritalina®

Origem

Deionizador

Unido Quimica Brasil
Cristalia

(Sigma Chemical Co.,USA)

Laboratorio Novartis



Quadro 4.2 - Materiais utilizados

Equipamento

Balanca Analitica Modelo H5

Balanca para animais, 1D 1500

Cubetas para leitura em espectrofometro

Espectrofotémetro, Beckman DU
Crondmetro
Deionizador USF

Pipetas Automaticas H.E.
Sonicador Modelo PT 10-35
Equipamento de HPLC — Cromatografia

Liquida de Alta Performance — Detector

eletroquimico

Agitador de tubos Modelo 251
Centrifuga refrigerada Marathon 26 KMR

Equipamento para filtracdo a vacuo

Campo Aberto
Labirinto em Cruz Elevado

Recipiente do Nado Forcado

Medidor de pH, modelo B374

Freezer -70° ULT 2586 — 3D14

Banho Maria, 102/1
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Origem

Mettler, Suica

Filizola, Brasil

Sarstedt, Alemanha Oriental

Ohio, USA

Incoterm, Brasil

Elga, USA

Pedersen, Dinamarca
Brinkmann Instruments Inc., NY, USA

Detector eletroquimico (Modelo L-ECD-6%)
e Eletrodo de Carbono; Degaseificador

(DGU-2%); Integrador (C-R6A
Chromatopac); Injetor/ Shimadzu Corp.,
Japdao

FANEN, SP, Brasil

Fisher Scientific

Millipore Apparatus, Bedford, MA, EUA

Fabricado no proprio laboratério
Fabricado no proprio laboratorio

Fabricado no proprio laboratério

Micronal, SP, Brasil

Revco Scientific, Inc. Asheville, N.C.,EUA

Bellico, USA
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4.2 Preparo das drogas

As drogas foram dissolvidas em &gua destilada e, a pilocarpina foi dissolvida e diluida em

solucéo salina, obtendo-se as concentrac@es finais conforme Quadro 4.3

Quadro 4.3 - Concentracdo final, via de administracdo e abreviatura das drogas

utilizadas.
Droga Dose Final Via de Administracdo Abreviatura
Metilfenidato 2,5;5;10 e 20 mg/kg  Via Oral (v.0.) MFD
Diazepam 1e2mglkg Via Intraperitoneal DZP
(i.p.)
Imipramina 10 mg/kg Via Intraperitoneal IMP
(i.p.)
Pilocarpina 400 mg/kg Via Intraperitoneal P400

(ip)
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4.3 Animais

Camundongos albinos (Mus musculus), variedade Swiss, jovens (21 dias) e adultos (2
meses), machos, pesando entre 8-15g (animais jovens) e entre 25-30g (animais adultos),
provenientes do Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFC, foram
acondicionados em caixas de polipropileno, a temperatura de 24 + 2°C, com ciclos de
claro/escuro de 12 em 12 h, recebendo ragdo padrdo (Purina Chow) e agua ad libitum. Os
animais foram colocados em jejum de solidos de 5 horas, antes da realizacdo de cada
experimento em que a via oral foi utilizada para absorcdo das substancias. Os protocolos
experimentais utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA)
da UFC (Protocolo n°® 09/12).

4.3.1 Tratamento farmacoldgico dos grupos experimentais

Os animais foram tratados com metilfenidato, animais jovens e animais adultos, de
forma aguda, nas doses de 2,5, 5, 10 e 20 mg/kg através da via oral (v.0.). Os animais foram
submetidos aos testes 60 minutos apds os tratamentos. Para a avaliacdo da atividade
antidepressiva, foi utilizada imipramina 10mg/kg, via intraperitoneal (i.p.) no teste do nado
forgado, como padrdo positivo. Como referéncia ansiolitica foi utilizado o diazepam 1mg/kg
(i.p.), DZP 1, no teste do labirinto em cruz elevado, e dizepam 2mg/kg (i.p.), DZP-2, no teste
do campo aberto. Diazepam 2mg/kg (i.p.), DZP 2, foi utilizado, também, no modelo rota rod,
como padrdo para atividade relaxante muscular. No teste de convulsdo foi utilizado
pilocarpina 400 mg/kg (i.p.)
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4.3.2 Protocolo experimental

Antes dos experimentos, os animais foram colocados em ambiente fechado,
desprovido de barulho externo, com a temperatura constante (24 + 1° C) e iluminacdo de
baixa intensidade (lampada vermelha de 15W), de modo que se adaptassem com o ambiente
do experimento. Os testes do campo aberto e rota rod foram realizados com 0s mesmos
grupos de animais da maneira descrita a seguir: primeiramente os animais, um por vez, foram
colocados no campo aberto onde foram avaliados durante 5 minutos e, em seguida, foram
transferidos para o rota rod onde a atividade foi observada por 1 minuto. Os outros testes
comportamentais, como labirinto em cruz elevado, nado for¢ado e convulsdo induzida por
pilocarpina foram realizadas com grupos diferentes de animais. Em todos os testes, com
excecdo, apenas, do nado forcado, apds cada observacéo animal, foi utilizado alcool 70% para

remocao de residuos e odor do animal.
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4.4 Avaliacdo da Atividade Ansiolitica

4.4.1 Labirinto em Cruz Elevado

Os camundongos foram divididos em 12 grupos (6 grupos de animais jovens e 6
grupos de animais adultos) de 8 animais, onde foram tratados com veiculo (dgua destilada,
v.0.), metilfenidato (2,5, 5, 10 e 20 mg/kg, v.0.) e diazepam (1mg/kg, i.p.). O labirinto em
cruz elevado (LCE) é baseado no modelo proposto, em ratos, por (PELLOW et al., 1985) e
validado por (LISTER, 1987) para camundongos, e consiste de dois bragos abertos opostos
(30 x 5 x 25 cm) e dois fechados (30 x 5 x 25 cm), também opostos, em forma de cruz grega.
Os bracgos abertos e fechados estdo conectados por uma plataforma central (5 x 5 cm). A
plataforma, as paredes laterais dos bragos fechados e o chdo sdo confeccionados em acrilico.
O aparelho fica elevado a uma altura de 45 cm do nivel do chédo (Figura 4.1). Ap6s 30 ou 60
minutos dos tratamentos i.p. ou Vv.0., respectivamente, os camundongos foram colocados no
centro do aparelho com a cabeca voltada para um dos bragos fechados e o seu comportamento
observado por 5 min (PELLOW et al., 1985). As medidas comportamentais registradas no
LCE foram: frequéncia de entradas e o tempo despendido nos bracgos abertos e nos fechados.

A frequéncia total de entradas foi obtida pela soma simples das frequéncias de
entradas nos bracos abertos e nos fechados. Para analise estatistica dos dados e confeccao dos
graficos, a percentagem de entradas nos bragos abertos foi calculada dividindo-se a freqliéncia
de entradas nos bracos abertos pela frequiéncia total de entradas, e esse indice multiplicado por
100. De maneira semelhante sera calculada a percentagem de tempo em que 0s animais
permanecem nos bragos abertos. Dessa forma, os parametros utilizados para a andlise
estatistica foram: numero de entradas no brago aberto (NEBA), tempo de permanéncia no
bragco aberto (TPBA), percentagem de entrada nos bragos abertos (PEBA) e percentagem de
tempo nos bragcos abertos (PTBA). Para a analise estatistica todos os grupos foram
comparados ao grupo controle. Neste modelo, os roedores evitam 0s bragos abertos do
labirinto, restringindo a maioria de suas atividades aos bragos fechados. Um aumento seletivo
nos parametros correspondentes aos bracos abertos (entradas e tempo) revela um efeito
ansiolitico (PELLOW et al., 1985; PELLOW; FILE, 1986), e o inverso é verdade para
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compostos ansiogénicos. O numero de entradas nos bragos fechados avalia a atividade motora
dos animais (RODGERS et al., 1997).

Figura 4.1 - llustracéo do instrumento utilizado no teste Labirinto em Cruz Elevado
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4.5 Avaliacao da Atividade Locomotora
4.5.1 Teste do Campo Aberto

Camundongos divididos em 12 grupos (6 grupos de animais jovens e 6 grupos de
animais adultos) de 8 animais, onde foram tratados com veiculo (agua destilada),

metilfenidato (2,5, 5, 10 e 20 mg/kg, v.0.) e diazepam (2 mg/kg, i.p.).

Um campo aberto, confeccionado em acrilico (paredes transparentes e piso preto, 30 x 30 x 15
cm) dividido em 9 quadrantes iguais foi utilizado para avaliar a atividade exploratdria dos
animais: sua movimentacao espontanea (nimero de cruzamentos, com as quatro patas, entre
as divisbes do campo), o nimero de comportamentos de auto-limpeza (“grooming”) e de
levantar (“rearing”) registrados durante um periodo de 4 minutos, ap6s 1 minuto de
habituacdo (ARCHER, 1973). A tendéncia natural do animal em um ambiente novo ¢ a de
explora-lo, apesar do conflito com o medo provocado pela situacdo nova (MONTGOMERY,
1955). Assim, esse teste permite uma avaliacdo da atividade estimulante ou depressora de um
dado composto, podendo ainda indicar atividades mais especificas como a ansiolitica (Figura
4.2).

Figura 4.2 - Teste do Campo Aberto. A. Caixa em acrilico, com o piso dividido em nove
partes. B. Grooming C. Rearing.
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45.2 Teste do Rota Rod

O teste do rota rod mede o efeito do relaxamento muscular ou incoordenacdo motora
produzidos por drogas nos animais (CARLINI; BURGOS, 1979). Para este teste, 0s
camundongos foram divididos em 12 grupos (6 grupos de animais jovens e 6 grupos de
animais adultos) e colocados com as quatro patas sobre uma barra de 2,5cm de diametro,
elevada a 25 cm do piso, em uma rotacdo de 12 rpm, por um periodo de 1 minuto (Figura
4.3). Foram registrados o tempo de permanéncia na barra giratoria, em segundos (s), € 0

numero de quedas, com trés reconducdes, no maximo (DUNHAM; MIYA, 1957).

Figura 4.3 - llustracéo do instrumento utilizado no teste do Rota Rod
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4.6 Avaliacéo da Atividade Antidepressiva
4.6.1 Teste do Nado Forcado

Para este experimento (PORSOLT, et al., 1987) foram utilizados tanques de 22 cm de
diametro e 40 cm de altura contendo agua fresca a 23 = 1° C até a metade do tanque. Os
camundongos foram divididos em 12 grupos de animais (6 grupos de animais jovens e 6
grupos de animais adultos), onde foram tratados com veiculo (dgua destilada), Metilfenidato
(2,5, 5, 10 e 20 mg/kg, v.0.), imipramina (10 mg/Kg, i.p.).

Ap0s 30 ou 60 minutos dos tratamentos i.p. ou Vv.0., respectivamente, os animais foram
colocados, um por vez, no tanque onde o tempo de imobilidade, em segundos, foi registrado
durante cinco minutos (Figura 4.4). O animal foi considerado imoével quando permaneceu
flutuando na agua, fazendo apenas movimentos suaves necessarios para manter a cabeca

acima da agua. O animal é colocado na agua, em seguida, é observado por 5 minutos.

Figura 4.4 - Teste do Nado Forgado.
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4.7 Avaliagéo da Atividade Convulsivante
4.7.1 Teste da Convulséo Induzida por Pilocarpina

Os animais foram divididos em grupos de animais jovens e de animais adultos que
foram pre- tratados com metilfenidato (2,5, 5, 10 e 20 mg/kg, v.0.). Apo6s 60 minutos do
tratamento foi administrado Pilocarpina 400mg/kg (P400), i.p (TURSKI et al., 1983). Logo
ap6s a administracdo de P400, os animais foram colocados em gaiolas individuais e
observados por um periodo de 60 minutos. Os parametros analisados foram: laténcia da
convulsdo (tempo entre a administracdo de P400 até a primeira convulsdo clénica ou tonico-
clénica) e a laténcia de morte dos animais (tempo decorrido da administracdo de P400 e morte

dos animais). Tempo em segundos.
4.8 Dissecacéo das Areas Cerebrais (Hipocampo e Corpo Estriado)

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, os encéfalos retirados e

rapidamente colocados sobre papel aluminio em uma placa de Petri com gelo.

Acompanhando a fissura sagital mediana, a camada cortical cerebral foi retirada das
leptomeninges com o auxilio de uma pinga reta de microdissecacdo, a qual, progredindo
delicadamente e tangencialmente aos ventriculos laterais, divulsionou o cértex em toda a sua
extensdo fronto-occiptal. O cortex ja divulsionado foi rebatido para os lados, expondo parte
do hipocampo que, com divulsionamento, foi deslocado e retirado. O hipocampo foi utilizado

para a Determinacéo da Atividade da Acetilcolinesterase.

O corpo estriado foi isolado das estruturas circunjacentes por divulsionamento com
uma tesoura de microdissecacdo, sendo a sua retirada orientada pelo diametro da porcéo
tuberosa visivel desses ndcleos, apds o rebatimento lateral do cortex. O corpo estriado foi
utilizado para a Determinacdo da Atividade da Acetilcolinesterase e para a Determinagédo das

Concentracbes de Monoaminas.

Terminada a dissecacéo, cada area cerebral (hipocampo e corpo estriado) (Figura 4.5)
foi acondicionada em papel aluminio devidamente identificado, pesado e conservado a -70 °C
para uso posterior. Quando necessaria a estocagem por um determinado periodo de tempo (no

méaximo 1 més a -70 °C) os tecidos foram considerados como tendo a mesma viabilidade para
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experimentacdo que 0s ensaiados imediatamente ou 24 h apo6s a dissecacdo (BURKE;
GREENBAUN, 1987).

Figura 4.5 — Areas cerebrais dissecadas

4.9 Determinagéo das concentragdes de Monoaminas
4.9.1 Método

Para a determinacgéo das concentragdes de monoaminas foi utilizado o equipamento de
CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia). Na cromatografia liquida classica, um
adsorvente (alumina ou silica) € empacotado em uma coluna e é eluido por um liquido ideal
(fase movel). Uma mistura para ser separada é introduzida na coluna e é carreada através da
mesma por um liquido eluente (fase mdvel). Se um composto da mistura (soluto) é adsorvido
fracamente pela superficie da fase soOlida estaciondria, ele atravessara a coluna mais
rapidamente que um outro soluto que seja mais fortemente adsorvido. Entdo, a separagdo dos
solutos é possivel se existem diferencas na adsor¢do pelo sélido. Os detectores eletroquimicos
medem a condutancia do eluente ou a corrente associada com a oxidacdo ou redugdo dos
solutos. Para ser capaz de detectar no primeiro caso, os solutos devem ser idnicos e no
segundo caso, os solutos devem ter a caracteristica de serem relativamente faceis de oxidarem

ou reduzirem.

Detectores eletroquimicos que medem corrente associada com a reducdo ou oxidagao
de solutos sdo chamados detectores amperométricos ou coulométricos. Neste estudo foi
utilizado o tipo amperométrico que reage com uma quantidade muito menor de soluto, em
torno de 1 %. Todas as técnicas eletroquimicas envolvem a aplicacdo de um potencial para
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um eletrodo (geralmente de carbono vitreo), oxidacdo da substancia que esta sendo estudada
proximo a superficie do eletrodo seguindo a amplificacdo e medida da corrente produzida. As
monoaminas sdo oxidadas nos grupos de anel hidroxil para produzir um derivado ortoquinona

com a liberacdo de dois elétrons.
4.9.2 Procedimento Experimental

Os animais foram decapitados 60 minutos ap6s a administracdo do metilfenidato (2,5;
5; 10 e 20 mg/kg) e &gua destilada (controle) e tiveram seus cérebros dissecados sobre gelo. O
corpo estriado foi utilizado para preparar 0 homogenato a 10% (10 mg de area/100 uL de
tampdo). Os tecidos cerebrais foram homogeneizados em &cido perclorico (HCLO4) e
centrifugados por 15 minutos em centrifuga refrigerada (4°C) a 15.000 rpm. Uma aliquota de
20 uL do sobrenadante foi, entdo, injetada no equipamento de HPLC (Figura 4.6), para a

andlise quimica.

Para a andlise das monoaminas, uma coluna BDS HYPERSIL C18 com comprimento
de 250 mm, calibre 4,6 mm e de particula de 5 um, da T’hermo Scientific, foi utilizada. A
fase movel utilizada era composta por tampdo acido citrico 0,163 M, pH 3,0, contendo acido
octanosulfénico sodico(SOS) 0,69 M, como reagente formador do par idnico, acetonitrila 4 %
viv e tetrahidrofurano 1,7 % v/v. NA, DA, DOPAC, HVA, 5-HT e 5-HIAA foram
eletronicamente detectados usando um detector amperométrico (Modelo L-ECD-6A da
Shimadzu, Jap&o) pela oxidagdo em um eletrodo de carbono vitreo fixado em 0,85V relativo a
um eletrodo de referéncia de Ag-AgCl. (HALLMAN; JOSSON, 1984).

4.9.3 Solugdes Reagentes
Fase Movel

Para preparar um volume de 500 mL de fase movel foram pesados 15,75 g de &cido
citrico (Grupo Quimica, RJ., Brasil) e 0,292 g de Cloreto de Sodio (Grupo Quimica, RJ.,
Brasil) completado para um volume de 400 mL com &gua purissima (Milli-Q). Esta solucdo
foi ajustada para pH 3,0 com hidroxido de sodio 12,5 M (Reagen, RJ, Brasil). A esta solugédo
foi adicionado o SOS 75 mg (Sigma, MO, USA) e completado o volume para 470 mL com
agua Milli-Q. Em seguida, foi procedida a filtracdo e degaseificacdo, e posteriormente adi¢éo
de 20 mL de acetonitrila (Carlo Erba Reagenti, Ml, Italia) e 10 mL de tetrahidrofurano
(Sigma, MO, USA) para um volume final de 500 mL.
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Acido Perclérico 0,1 M

Adicionou-se 1,8 mL de é&cido perclérico (Sigma, MO, USA) em um baldo
volumeétrico e o volume ajustado para 300 mL.

Padrodes

Os padrdes foram preparados em uma concentracao final de 4 ng/20 puL de solucdo de
NA, DA, 5-HT, DOPAC, HVA e 5-HIAA (Sigma, MO, EUA). A partir da area dos picos
desses padrbes, as concentracdes das amostras foram calculadas utilizando o programa
Microsoft Excel® e os resultados expressos em mol/g de tecido.

Figura 4.6 - Aparelho de HPLC (High Performance Liquid Cromatography).
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4.10 Determinacdo da Atividade da Acetilcolinesterasica (AChE)
4.10.1 Método

A atividade da acetilcolinesterase cerebral (AChE) foi determinada segundo Ellman et
al (1961), tendo como principio a medida da velocidade de producao de tiocolina, a proporcéo
que a acetiltiocolina (ATC), utilizada como substrato, é hidrolisada. O acompanhamento é
realizado pela reagdo continua do tiol com o ion 5:5-ditiobis-2-nitrobenzoato (I) para produzir
0 anion amarelo do &cido 5-tio-2-nitro-benzoico (1), cuja colora¢do é medida em 412 nm,
através de um espectrofotobmetro Beckman DU, o que permitiu leituras automaticas em

sistema digital e forneceu maior sensibilidade.

A atividade enziméatica € medida através da leitura da variacdo da absorbancia por
minuto, durante 3 minutos, sendo a reacdo linear durante pelo menos 10 minutos. A atividade
especifica foi expressa em nanomoles de ATC hidrolisados por miligrama de proteina por

minuto (nmoles/mg de proteina/min).
4.10.2 Solucbes Reagentes

v Tampdo fosfato de sodio - NaH2PO4H20 (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil) 0,1 M em

agua bidestilada, pH 7,0.

v Solucdo de iodeto de acetiltiocolina ATC (Sigma, St. Louis, MO, EUA) 75 mM em
agua bidestilada.

v" Solugdo de acido 5:5-ditiobis—2-nitrobenzoato - DTNB (Sigma, St. Louis, MO, EUA)

10 mM em tampao fosfato de sédio.

4.11 Andlise Estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism
versdo 5.0 para Windows, GraphPad Software, San Diego, Califérnia EUA. Copyright (c)
1992- 2007 por GraphPad Software.

Os resultados que obedeciam a uma distribuicdo paramétrica foram analisados por
Anadlise de Variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Student Newman Keuls (post hoc). Os
dados ndo-paramétricos foram analisados pelo mesmo programa utilizando o teste Kruskal-

Wallis seguido pelo teste de Dunns (post hoc) ou pelo Student t test.
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Em todas as andlises estatisticas, os valores foram representados pela Média + Erro
Padrdo da Média (EPM) com numero de animais entre parénteses e foi considerado o nivel
critico para a rejeicdo da hipdtese de nulidade menor que 0,05 (p<0,05). Os asteriscos

(*p<0,05; **p <0,01; ***p<0.001) caracterizam o grau de significancia.
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RESULTADOS
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacao da Atividade Ansiolitica
5.1.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O numero de entrada nos bracos abertos (NEBA), a percentagem de entrada nos
bragos abertos (PEBA), o tempo de permanéncia nos bracos abertos (TPBA) e a percentagem
do tempo de permanéncia nos bragos abertos (PTBA) foram os parametros avaliados nos

animais jovens e adultos.

Os animais jovens submetidos ao tratamento agudo por via oral com MFD nas doses
de 2,5, 5, 10 e 20 mg/Kg, no LCE mostrou que houve um aumento significativo nas maiores
doses, 10 e 20 mg/Kg (MFD 10 e 20) nos seguintes parametros: NEBA (Figura 5.1) [MFD
10: 13,00+1,46 (10); MFD 20: 16,50+1,47(10)]; PEBA (Figura 5.2) [MFD 20: 45,84+1,57
(8)]; TPBA (Figura 5.3) [MFD 10:121,5+14,37(13); MFD 20: 139,2+7,42 (13)]; PTBA
(Figura 5.4) [MFD 10: 41,35+3,28 (10); MFD 20: 49,67+1,89 (10)] quando comparados com
0s respectivos controles (CTRL): NEBA [ 5,08+0,84 (12)]; PEBA[35,53+3,67 (9)]; TPBA
[44,30+9,60 (10)]; PTBA [19,55+3,50 (9)].

Os animais adultos submetidos ao tratamento agudo por via oral com MFD nas doses
de 2,5, 5, 10 e 20 mg/Kg, no LCE mostrou que houve um aumento significativo apenas na
dose de 20mg/Kg (MFD 20) nos seguintes parametros: NEBA (Figura 5.5) [MFD 20: 10,14+
1,18 (7)]; TPBA (Figura 5.7) [MFD 20: 113,3+9,02 (7)]; PTBA (Figura 5.8) [MFD 20:
49,54+3,48 (7)] quando comparados com os respectivos controles (CTRL): NEBA [
5,11+0,75 (9)]; TPBA [69,75+7,27 (8)]; PTBA [30,67+2,44 (8)]. O parametro PEBA (Figura

5.6) ndo foi alterado em nenhuma das doses.

Nos animais jovens e nos animais adultos, o diazepam 1mg/kg aumentou todos os
pardmetros: animais jovens: [NEBA: [18,11+1,98 (9)]; PEBA: [69,62+3,15 (8)]; TPBA:
[195,7417,15 (12)]; PTBA: [76,99+4,03 (10)]] em relacdo aos controles (CTRL) (Figuras
5.1, 5.2, 5.3 e 5.4); animais adultos: NEBA: [14,43+1,86 (7)]; TPBA: [168,4+14,87 (7)];
PTBA: [61,41+5,98 (7)]; PEBA: [53,65+5,64 (7)] em relacdo aos controles (CTRL) (Figuras
5.5,5.6,5.7¢5.8).
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Figura 5.1 - Efeito do MFD e diazepam sobre o niUmero de entradas nos bragos abertos
(NEBA) no teste Labirinto em Cruz Elevado em animais jovens.
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Controle (CTRL-veiculo), MFD (v.0) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou
60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores representam a média + EPM do nimero de
entradas nos bracos abertos (NEBA) durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado
ANOVA seguida por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores
significativos:***p< 0,001 vs controle.
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Figura 5.2 - Efeito do MFD e diazepam sobre a percentagem de entradas nos bracos
abertos (PEBA) no teste Labirinto em Cruz Elevado em animais jovens.
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Controle (CTRL-veiculo), MFD (v.0) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou
60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores representam a média + EPM do nimero de
entradas nos bragos abertos (NEBA) durante 5 minutos. Para analise estatistica foi utilizado

ANOVA seguida por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos:
*p<0,05; ***p< 0,001 vs controle.
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Figura 5.3 - Efeito do MFD e diazepam sobre o tempo de permanéncia nos bragos
abertos (TPBA) no teste Labirinto em Cruz Elevado em animais jovens.
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Controle (CTRL-veiculo), MFD (v.0) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou
60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores representam a média + EPM do tempo de
permanéncia nos bracos abertos (TPBA) durante 5 minutos. Para analise estatistica foi
utilizado ANOVA seguida por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores
significativos: ***p< 0,001 vs controle.
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Figura 5.4 - Efeito do MFD e diazepam sobre a percentagem do tempo de permanéncia
nos bracgos abertos (PTBA) no teste Labirinto em Cruz Elevado em animais jovens.
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Controle (CTRL-veiculo), MFD (v.0) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou
60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores representam a media + EPM da percentagem
do tempo de permanéncia nos bragos abertos (PTBA) durante 5 minutos. Para analise

estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Student Newman Keuls como teste post hoc.
Valores significativos: ***p< 0,001 vs controle.
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Figura 5.5 - Efeito do MFD e Diazepam sobre o nimero de entrada nos bracos abertos

(NEBA) no teste Labirinto em Cruz Elevado em animais adultos.
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Controle (CTRL-veiculo), MFD (v.0) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou
60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores representam a média + EPM do nimero de
entradas nos bragos abertos (NEBA) durante 5 minutos. Para analise estatistica foi utilizado
ANOVA seguida por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos:
*p<0,05; ***p< 0,001 vs controle.
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Figura 5.6 - Efeito do MFD e diazepam sobre a percentagem de entradas nos bragos

abertos (PEBA) no teste Labirinto em Cruz Elevado em animais adultos.
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Controle (CTRL-veiculo), MFD (v.0) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou

60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores representam a média + EPM da percentagem

de entradas nos bracos abertos (PEBA) durante 5 minutos. Para analise estatistica foi utilizado

ANOVA seguida por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos:

*p<0,05 vs controle.
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Figura 5.7 - Efeito do MFD e diazepam sobre o tempo de permanéncia nos bragos
abertos (TPBA) no teste Labirinto em Cruz Elevado em animais adultos.
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Controle (CTRL-veiculo), MFD (v.0) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou
60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores representam a média + EPM do tempo de
permanéncia nos bracos abertos (TPBA) durante 5 minutos. Para analise estatistica foi
utilizado ANOVA seguida por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores
significativos: **p<0,01; ***p< 0,001 vs controle.
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Figura 5.8 - Efeito do MFD e diazepam sobre a percentagem do tempo de permanéncia
nos bracgos abertos (PTBA) no teste Labirinto em Cruz Elevado em animais adultos.
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Controle (CTRL-veiculo), MFD (v.0) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou
60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores representam a media + EPM da percentagem
de tempo de permanéncia nos bragos abertos (NEBA) durante 5 minutos. Para analise
estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Student Newman Keuls como teste post hoc.

Valores significativos: *p<0,05; ***p< 0,001 vs controle.
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5.2 Avaliagdo da Atividade Locomotora

5.2.1 Teste do Campo Aberto

A atividade locomotora esponténea (ALE), rearing e grooming foram os parametros
analisados nos animais jovens e adultos, e os resultados foram expressos como numero de

cruzamentos, de rearing e grooming.

Nos animais jovens, o MFD administrado por via oral aumentou a atividade
locomotora nas doses de 2,5, 5, 10 e 20 mg/Kg (Figura 6) [MFD2,5: 59,00+6,27 (8); MFD5:
59,88+6,17 (8); MFD10: 59,57£3,10 (7); MFD20: 98,71+4,49 (8)] quando comparado ao
respectivo grupo controle [CTRL: 36,88+3,16 (8)].

Nos animais adultos, o MFD aumentou a atividade locomotora apenas nas doses de 10
e 20 mg/Kg (Figura 7) [MFD10: 92,75£3,41 (8); MFD20: 113,4+5,75 (8)] quando
comparado ao respectivo grupo controle [CTRL: 51,75+2,85 (8)].

O diazepam 2mg/Kg, i.p., usado como droga padrao, reduziu a atividade locomotora
tanto nos animais jovens [DZP2: 20,60+0,40 (8)] como nos adultos [DZP2: 21,63+1,35 (8)]

em relacéo ao controle.

Nédo foi observada nenhuma alteracdo no pardmetro rearing nos grupos jovens e
adultos tratados com MFD: animais jovens (Figura 8): [MFD2,5: 11,88+0,98 (8); MFD5:
10,56+2,14 (9); MFD10: 9,55+1,53 (9); MFD20: 10,56+1,83 (9)]; animais adultos (Figura 9):
[[MFD25: 14,57+1,44 (7); MFD5:; 15,88+0,91 (7); MFD10: 18,43+1,79 (7); MFD20:
19,67+2,68 (7)] quando comparado ao respectivo grupo controle [animais jovens: CTRL.:
11,00+1,57 (8) e animais adultos: CTRL: 19,86+2,28 (8)]. O diazepam 2mg/Kg, i.p., usado
como droga padréo, reduziu tanto nos animais jovens como nos animais adultos o rearing em
relacdo ao controle [animais jovens: DZP2: 0,60+0,22 (10) e animais adultos: [DZP2:
0,60+0,22 (10)].

No grooming, os animais jovens e adultos, ndo apresentaram diferenca significativa
em nenhuma das doses observadas: animais jovens (Figura 10): [MFD2,5: 4,14+0,67 (7);
MFD5: 2,43+0,81 (7); MFD10: 3,00+£0,59 (8); MFD20: 2,00+0,21 (7)] e animais adultos
(Figura 11): [MFD2,5: 3,75+0,41 (8); MFD5: 4,25+0,36 (8); MFD10: 4,28+0,42 (7);
MFD20: 4,14+0,40 (7)] quando comparado ao controle: animais jovens: [CTRL:2,63+0,26
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(8)] e animais adultos: [CTRL: 5,25+0,25 (8)]. O diazepam 2mg/Kg, i.p., usado como droga
padrdo, reduziu o grooming em relagdo ao controle nos animais jovens e adultos [animais
jovens: [DZP2: 0,80+0,24 (8)] e animais adultos: [DZP2: 2,30+0,36 (10)]].
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Figura 6 - Efeito do MFD e diazepam sobre a atividade locomotora espontanea no teste

do Campo Aberto em animais jovens.
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Controle (CTRL-veiculo), MFD (v.0) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou
60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores representam a média + EPM do nimero de
cruzamentos durante 5 minutos. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por
Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos: **p<0,01; *** p< 0,001

Vs controle.
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Figura 7 - Efeito do MFD e diazepam sobre a atividade locomotora espontanea no teste

do Campo Aberto em animais adultos.
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Controle (CTRL-veiculo), MFD (v.0) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou
60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores representam a média + EPM do nimero de
cruzamentos durante 5 minutos. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por

Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos: *** p< 0,001 vs controle.



76

Figura 8 - Efeito do MFD e diazepam sobre o numero de rearing no teste do Campo

Aberto em animais jovens.
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Controle (CTRL-veiculo), MFD (v.0) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou
60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores representam a média + EPM do nimero de
cruzamentos durante 5 minutos. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por

Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos: *** p< 0,001 vs controle.
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Figura 9 - Efeito do MFD e diazepam sobre o numero de rearing no teste do Campo
Aberto em animais adultos.
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Controle (CTRL- veiculo), MFD (v.0) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 30 (i.p.)
ou 60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores representam a média + EPM do nimero de
cruzamentos durante 5 minutos. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por
Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos: *** p< 0,001 vs controle.



78

Figura 10 - Efeito do MFD e diazepam sobre o nimero de grooming no teste do Campo

Aberto em animais jovens.
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Controle (CTRL-veiculo), MFD (v.0) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou
60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores representam a média + EPM do nimero de
rearing durante 5 minutos. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Student

Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos: * p< 0,05 vs controle.
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Figura 11 - Efeito do MFD e diazepam sobre o nimero de grooming no teste do Campo
Aberto em animais adultos.
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Controle (CTRL-veiculo), MFD (v.0) e diazepam (DZP, i.p.) foram administrados 30 (i.p.) ou
60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores representam a média + EPM do nimero de
rearing durante 5 minutos. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguida por Student

Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos: *** p< 0,001 vs controle.



RESUMO DO TESTE DO CAMPO ABERTO

ANIMAIS JOVENS

N2 de Rearing Grooming
Cruzamentos
MFD 2,5 1 - i
MFD 5 1 : §
MFD 10 1 - i
MFD 20 1 i i
DZP 2 l l l
ANIMAIS ADULTOS
N2 de Rearing Grooming
Cruzamentos
MFD 2,5 - - -
MFD 5 i i i
MFD 10 n i i
MFD 20 1 i i
DZP 2 l ! l

Legenda: (1): aumentou; (| ): diminuiu; (-): ndo alterou
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5.2.2 Rota Rod

O numero de quedas e o tempo de permanéncia na barra foram os parametros

analisados nos animais jovens e adultos.

O tratamento agudo por via oral com o metilfenidato nas doses de 2,5, 5, 10 e 20
mg/Kg nos animais jovens e nos adultos, no teste Rota Rod mostrou que ndo houve diferenca
significativa mo numero de quedas [animais jovens: [MFD2,5: 0,12+0,12 (8); MFD5:
0,37+0,18 (8); MFD10: 0,50+0,18 (8); MFD20: 0,25+0,16 (8)] e animais adultos: [MFD2,5:
0,57+0,29 (7); MFD5: 0,62+0,26 (8); MFD10: 1,14+0,26 (7); MFD20: 0,85+0,40 (7)]]
quando comparado ao controle [animais jovens: [CTRL: 0,37+0,18 (10)] e animais adultos:
[CTRL: 0,12+0,12 (8)].

Também, nenhuma diferenca significativa foi observada no tempo de permanéncia na

barra com os animais tratados com metilfenidato nas mesmas doses descritas anteriormente
[animais jovens (Quadro 5.1): [MFD2,5: 59,5+0,50 (8); MFD5: 58,56+0,60 (9);
MFD10:59,00+0,52 (9); MFD20: 56,22+1,78 (9)] e animais adultos (Quadro 5.2): [MFD2,5:
56,50+1,41 (8); MFD5: 57,00+1,29 (8); MFD10:56,86:+0,98 (7); MFD20: 57,71+1,10 (7)]
quando comparado ao controle [animais jovens: [CTRL: 59,70+0,30 (10)] e animais adultos
[CTRL: 59,75+0,25 (8)]].

Por sua vez, Diazepam (2mg/Kg), utilizado como droga padrdo, aumentou o0 nimero
de quedas [animais jovens: DZP2: 2,25+0,25 (8) e animais adultos: DZP2: 2,87+0,12 (8)] e
reduziu o tempo de permanéncia na barra [animais jovens: DZP2: 50,17+1,85 (6) e animais

adultos: DZP2: 41,67+4,21 (6)] quando comparados aos grupos controle.
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Quadro 5.1 - Efeito do MFD e DZP sobre o numero de quedas e tempo de permanéncia

na barra no teste Rota Rod em animais jovens

Parametros
Tratamento N° de Quedas Tempo de
Permanéncia(s)
CTRL 0,37+0,18 59,70+0,30
MFD 2,5mg/Kg, v.o. 0,12+0,12 59,5+0,50
MFD 5mg/Kg, v.o. 0,37+0,18 58,56+0,60
MFD 10 mg/Kg, v.o. 0,50+0,18 59,00+0,52
MFD 20mg/Kg, v.o. 0,25+0,16 56,22+1,78
DZP 2mg/Kg, i.p. 2 25+0,25 ™ 50,17+1,85 ™

Os valores representam a média + EPM do nimero de quedas e tempo de permanéncia na barra. Foram

utilizados grupos de 6-10 animais. Para analise estatistica do pard@metro nimero de quedas foi utilizado o teste

ndo paramétrico de Kruskal —Wallis seguido por Dunns como teste post hoc. Para a anélise do pardmetro tempo

de permanéncia na barra foi realizado ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc.

Valores significativos comparados ao controle (***p< 0,001).
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Quadro 5.2 - Efeito do MFD e DZP sobre 0 nimero de quedas e tempo de permanéncia

na barra no teste Rota Rod em animais adultos

Parametros
Tratamento N° de Quedas Tempo de
Permanéncia(s)
CTRL 0,12+0,12 59,75+0,25
MFD 2,5mg/Kg, v.o. 0,57+0,29 56,50+1,41
MFD 5mg/Kg, v.o. 0,62+0,26 57,00+1,29
MFD 10 mg/Kg, v.o. 1,14+0,26 56,86+0,98
MFD 20mg/Kg, v.o. 0,85+0,40 57,71+1,10

DZP 2mg/Kag, i.p.

2,87+0,12

41,67+421

Os valores representam a média = EPM do nimero de quedas e tempo de permanéncia na barra. Foram

utilizados grupos de 6-10 animais. Para analise estatistica do parametro nimero de quedas foi utilizado o teste

ndo paramétrico de Kruskal —Wallis seguido por Dunns como teste post hoc. Para a analise do parametro tempo

de permanéncia na barra foi realizado ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc.

Valores significativos comparados ao controle (***p<0,001).



RESUMO DO TESTE DO ROTA ROD

ANIMAIS JOVENS

N2 de Quedas Tempo de
permanéncia
MFD 2,5 - -
MFD 5 - -
MFD 10 - -
MFD 20 - -
DZP 2 1 1
ANIMAIS ADULTOS
N2 de Quedas Tempo de
permanéncia
MFD 2,5 - -
MFD 5 - -
MFD 10 - -
MFD 20 - -
DZP 2 n 1

Legenda: (1): aumentou; (|): diminuiu; (-): ndo alterou
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5.3 Avaliagdo da Atividade Antidepressiva
5.3.1 Teste do Nado Forcado

O tratamento agudo por via oral, nas doses de 2,5, 5, 10 e 20 mg/Kg, de MFD no teste
do nado forcado mostrou que diminuiu o tempo de imobilidade nos animais jovens, nas doses
de 10 e 20 mg/Kg [animais jovens (Figura 12):[MFD10: 48,43t4,42 (7); MFD20:
14,38+4,71 (8)] e animais adultos, na dose de 20 mg/Kg (Figura 13): [MFD20:91,38+8,97
(8)] quando comparado ao grupo controle [animais jovens: [CTRL: 82,71+13,75 (7)] e
animais adultos: [CTRL: 143,2+7,60 (6)]].

A Imipramina (10mg/Kg), utilizada como padrdo positivo, reduziu o tempo de
imobilidade nos animais jovens [IMIP-10: 7,25+4,01 (12)] e nos animais adultos [IMIP-10:
66,67+7,15 (6)] quando comparada ao grupo controle.



86

Figura 12 - Efeito do MFD e imipramina sobre o tempo de imobilidade no teste Nado

Forcado em animais jovens.
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Controle (CTRL-veiculo), metilfenidato (v.0.) e imipramina (IMIP, i.p.) foram administrados
30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores representam a média = EPM do
tempo de imobilidade durante 5 minutos. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA
seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc. Valores significativos comparados
ao controle (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Figura 13 - Efeito do MFD e imipramina sobre o tempo de imobilidade no teste Nado
Forgcado em animais adultos.

200 -
D
o 150+ ——
=
3+
=
‘=S 100-
o
£
g 504
|_
O - T
< L
& Al N\
C)& <<<) S

Controle (CTRL-veiculo), metilfenidato (v.0.) e imipramina (IMIP, i.p.) foram administrados
30 (i.p.) ou 60 min (v.0.) antes do experimento. Os valores representam a média = EPM do
tempo de imobilidade durante 5 minutos. Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA
seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc. Valores significativos comparados
ao controle (**p<0,01; ***p<0,001).



RESUMO DO TESTE DO NADO FORCADO

ANIMAIS JOVENS

Tempo de Imobilidade
MFD 2,5 -
MFD 5 -
MFD 10 !
MFD 20 H
IMIP 10 !

ANIMAIS ADULTOS

Tempo de Imobilidade
MFD 2,5 -
MFD 5 -
MFD 10 -
MFD 20 l
IMIP 10 !

Legenda: (1): aumentou; (]): diminuiu; (-): ndo alterou

88
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5.4 Determinacédo das Concentrac6es de Monoaminas

A andlise quimica realizada pelo método de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) em amostras de tecido cerebral (corpo estriado) mostrou que o tratamento agudo com
0 MFD nas doses de 2,5, 5, 10 e 20 mg/Kg promoveu alteragbes nas concentracdes das

monoaminas.

5.4.1 Animais jovens

O tratamento agudo por via oral do MFD apenas na dose de 2,5 mg/Kg aumentou
significativamente a concentracdo de DA (Figura 14) no corpo estriado quando comparado
ao controle [MFD2,5: 6,5+ 0,72(5); CTRL.: 3,065+0,49 (5)].

O tratamento agudo por via oral do MFD aumentou significativamente a concentragao
de NA (Figura 14) em todas as doses observadas no corpo estriado [MFD2,5: 3,027+0,34 (5);
MFD5: 4,85+0,59(6); MFD 10: 4,69+1,13 (5); MFD20: 7,97+0,67 (5) quando comparado ao
controle [CTRL: 0,98+0,19 (5)].

O tratamento agudo com MFD por via oral diminuiu significativamente a concentracao
de 5-HT (Figura 14) em todas as doses observadas no corpo estriado [MFD2,5: 4,17+0,53
(6); MFD5: 2,38+0,58 (5); MFD10: 1,39+0,14 (5); MFD20: 1,20+0,18 (5)] quando
comparado ao controle [CTRL: 8,08+0,98 (5)].

5.4.2 Animais adultos

O tratamento agudo por via oral do MFD ndo alterou significativamente a concentracéo
de DA (Figura 15) em nenhuma das doses observadas [MFD2,5: 59,84+10,89 (5); MFD5:
58,65+15,01 (5); MFD10:41,71+2,67 (5); MFD20: 74,24+5,79 (5)] em relacdo ao controle
[CTRL: 57,07+5,91 (5)].

O tratamento agudo por via oral do MFD aumentou significativamente a concentracdo de
NA (Figura 15) nas doses de 5, 10 e 20 mg/Kg [MFD5: 63,14+3,96 (4); MFD10: 69,90+7,50
(6); MFD20: 61,99+8,81 (5)] em relacéo ao controle [CTRL:8,46+0,63 (5)].
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O tratamento agudo por via oral com MFD diminuiu significativamente a concentragio
de 5-HT (Figura 16) apenas nas doses de 10 e 20 mg/Kg [MFD10: 1,95+0,17 (6); MFD20:
0,58+0,13 (5)] em relagédo ao controle [CTRL:5,03+0,60 (5)].
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Figura 14 - Concentracdo de monoaminas no corpo estriado de animais jovens

submetidos ao tratamento agudo com MFD.
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Apbs 60 minutos da administracdo do MFD ou veiculo, os animais foram dissecados e o
corpo estriado foi retirado. A determinacdo das monoaminas foi realizada pela técnica HPLC
com deteccdo eletroquimica. As barras representam a média+EPM. Para analise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc. Valores

significativos comparados ao controle (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).
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Figura 15 - Concentragdo de monoaminas no corpo estriado de animais adultos

submetidos ao tratamento agudo com MFD.
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Apdbs 60 minutos da administracdo do MFD ou veiculo, os animais foram dissecados e o
corpo estriado foi retirado. A determinacdo das monoaminas foi realizada pela técnica HPLC
com deteccdo eletroquimica. As barras representam a média+tEPM. Para anélise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc. Valores

significativos comparados ao controle (***p<0,001).
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Figura 16 - Concentracdo de serotonina no corpo estriado de animais adultos
submetidos ao tratamento agudo com MFD.
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Apbs 60 minutos da administragdo do MFD ou veiculo, os animais foram dissecados e o
corpo estriado foi retirado. A determinacdo das monoaminas foi realizada pela técnica HPLC
com deteccdo eletroquimica. As barras representam a médiatEPM. Para andlise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post hoc. Valores

significativos comparados ao controle (***p<0,001).



RESUMO DA CONCENTRACAO DE MONOAMINAS

ANIMAIS JOVENS

DA NA S-HT
MFD 2,5 T T l
MFD 5 - T l
MFD 10 - T l
MFD 20 - T l

ANIMAIS ADULTOS

DA NA S-HT
MFD 2,5 - - -
MFD 5 _ 1 -
MED 10 - 1 l
MFD 20 - T l

Legenda: (1): aumentou; (|): diminuiu; (-): ndo alterou
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5.5 Avaliacdo da Atividade Convulsivante
5.5.1 Teste da Convulsao Induzida por Pilocarpina

Ap06s alguns minutos da administracdo da pilocarpina, 400 mg/Kg, i.p. (P400), tanto
0S animais jovens como os adultos apresentaram sinais colinérgicos periféricos (100%)
(miose, piloerecdo, cromodacriorréia, salivacdo,diarréia, diurese e tremores) movimentos
estereotipados (aumento da atividade de roer, cocar, mastigar e wet-dog shakes — ato de
sacudir semelhante a um cachorro molhado), seguidos por convulsées motoras limbicas. Essas

mudancas foram mais pronunciadas nos grupos pré-tratados com MFD.

Neste teste foram avaliados as laténcias de convulséo e o tempo de sobrevida, em
segundos. Os animais jovens tratados com MFD nas doses de 5, 10 e 20 mg/Kg diminuiu a
laténcia de convulsdo [MFD5: 423,8+25,63 (13); MFD10: 378,2+22,41 (15); MFD20:
357,2+25,28 (15)] quando comparado ao grupo da pilocarpina [P400: 538,7+39,63 (13)]
(Figura 17). Por sua vez, os animais adultos tratados com MFD em todas as doses
diminuiram a laténcia de convulsdo [MFD2,5: 564,3+44,76 (8); MFD5: 632,3+46,90 (8);
MFD10: 677,9+43,54 (14); MFD20: 696,0+25,99 (15)] quando comparado ao grupo da
pilocarpina [P400: 875,7+42,80 (14)] (Figura 18).

Nos animais jovens, houve uma diminuicdo no percentual de sobrevivéncia nos grupos
pré-tratados com MFD em todas as doses, em que 100% (n=13) dos animais morreram
quando comparado com o grupo de pilocarpina (76,9%: 10/13 dos animais morreram)
(Figura 19). Nos animais adultos, também houve uma diminuicdo em todas as doses, onde
100% dos animais morreram [MFD 2,5 (n=8); MFD 5 (n=8); MFD 10 (n=14); MFD 20
(n=12)] quando comparado com o grupo de pilocarpina, onde 64,28% (9/14) dos animais

morreram (Figura 20).
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Figura 17 - Efeito do MFD sobre a laténcia de convulsdo no teste de Convulsao Induzida

por Pilocarpina em animais jovens.
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Grupo pré-tratados com metilfenidato (v.0.) e apds 1 hora foi induzida a convulsdo com P400
(400 mg/Kg; i.p.). Os valores representam a média + EPM da laténcia de convulsdo. Para
andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post

hoc. Valores significativos comparados ao controle (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).



97

Figura 18 - Efeito do MFD sobre a laténcia de convulsdo no teste de Convulsao Induzida

por Pilocarpina em animais adultos.
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Grupo pré-tratados com metilfenidato (v.0.) e apds 1 hora foi induzida a convulsdo com P400
(400 mg/Kg; i.p.). Os valores representam a média + EPM da laténcia de convulsdo. Para
analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student-Newman-Keuls como teste post

hoc. Valores significativos comparados ao controle (**p<0,01; ***p<0,001).
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Figura 19 - Efeito do MFD sobre a sobrevida no teste de Convulsdo Induzida por

Pilocarpina em animais jovens.
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Grupo pré-tratados com metilfenidato (v.0.) e apds 1 hora foi induzida a convulsdo com P400

(400 mg/Kg; i.p.). Os valores representam a média + EPM da laténcia de convulséo.
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Figura 20 - Efeito do MFD sobre a sobrevida no teste de Convulsdo Induzida por

Pilocarpina em animais adultos.
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Grupo pré-tratados com metilfenidato (v.0.) e apds 1 hora foi induzida a convulsdo com P400

(400 mg/Kg; i.p.). Os valores representam a média + EPM da laténcia de convuls&o.



RESUMO DO TESTE DE CONVULSAO INDUZIDA POR PILOCARPINA

ANIMAIS JOVENS

Laténcia de Percentagem de
Convulsao sobrevida
MFD 2,5 - i
MFD 5 l l
MFD 10 i l
MFD 20 l l
ANIMAIS ADULTOS
Laténcia de Percentagem de
Convulsdo sobrevida
MFD 2,5 T l
MFD 5 l l
MFD 10 l l
MFD 20 l l

Legenda: (1): aumentou; (|): diminuiu; (-): ndo alterou
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5.6 Efeitos do MFD sobre a atividade da acetilcolinesterase em hipocampo e corpo
estriado de animais jovens e adultos tratados ou ndo com P400

A investigacdo da atividade enzimatica da acetilcolinesterase (AChE) foi realizada em
hipocampo e corpo estriado de animais jovens e adultos, pertencentes aos seguintes grupos de
tratamento: Veiculo (salina 0,9%); metilfenidato 2,5; 5; 10 e 20 mg/Kg, v.o e pilocarpina

400mg/Kg, i.p.. Os resultados foram expressos em nmoles/mg de proteina/ minuto.

Nos animais jovens, a administragcdo de P400 foi capaz de reduzir significativamente
(p<0,01) a atividade da AChE no hipocampo e corpo estriado em relagéo ao controle. N&o foi
observada nenhuma diferenca significativa no hipocampo dos animais pertencentes aos
diferentes grupos tratados com MFD (Figura 21) [(CTRL= 49,41+3,64(n=6); P400=
25,55+2,31(n=8); MFD2,5+P400= 42,19+7,36(n=6); MFD5+P400= 42 25+5,11(n=6);
MFD10+P400= 53,28+4,50(n=6); MFD20+P400= 33,16+3,86(n=6)]. Entretanto, o pré-
tratamento com MFD 5, MFD 10 e MFD 20 reduziu significativamente o nivel de atividade
da enzima AChE no corpo estriado quando comparado ao grupo controle (Figura 22)
[(CTRL= 83,54%5,14(n=7); P400= 42,75+9,00(n=6); MPH2,5+P400= 67,10+5,37(n=8);
MPH5+P400= 57,40+6,43(n=7); MPH10+P400= 43,03+7,60(n=7);  MPH20+P400=
59,38+5,54(n=6)].

Nos animais adultos, a administracdo de P400 foi capaz de reduzir significativamente
(p<0,001) a atividade da AChE no hipocampo e corpo estriado em relacdo ao controle. N&o
foi observada nenhuma diferenca significativa no hipocampo dos animais pertencentes aos
diferentes grupos tratados com MFD (Figura 23) [(CTRL= 63,06+7,10(n=9); P400=
19,04+2,80(n=8); MFD2,5+P400= 45,40+4,02(n=9); MFD5+P400= 40,61+5,99(n=8);
MFD10+P400= 69,84+5,23(n=8); MFD20+P400= 54,72+7,76(n=7)]. No corpo estriado, 0s
grupos pré-tratados com MFD 2,5 e MFD 5 reduziu significativamente o nivel de atividade da
enzima AChE quando comparado ao grupo controle (Figura 24) (CTRL= 141,8+12,71(n=8);
P400=  48,76+4,70(n=8); MFD2,5+P400=  64,48+4,34(n=9); MFD5+P400=
56,50+5,30(n=10); MFD10+P400= 136,7+17,70(n=6); MFD20+P400=143,0+16,60(n=8)].
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Figura 21 - Efeito do MFD sobre a atividade da AChE em hipocampo de animais jovens

durante as convulsées induzidas por P400.
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Os resultados representam mediat EPM. **p<0,01 comparado com o controle. (ANOVA e

Student-Newman-Keuls).
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Figura 22 - Efeito do MFD sobre a atividade da AChE em corpo estriado de animais

jovens durante as convulsdes induzidas por P400.
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Os resultados representam mediatz EPM. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 comparado com 0
controle. (ANOVA e Student-Newman-Keuls).
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Figura 23 - Efeito do MFD sobre a atividade da AChE em hipocampo de animais

adultos durante as convulsdes induzidas por P400.
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Os resultados representam mediatz EPM. **p<0,01 comparado com o controle. (ANOVA and

Student-Newman-Keuls).
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Figura 24 - Efeito do MFD sobre a atividade da AChE em corpo estriado de animais

adultos durante as convulsdes induzidas por P400.
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Os resultados representam mediatx EPM. ***p<0,001 comparado com o controle. (ANOVA

and Student-Newman-Keuls).
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5 DISCUSSAO

O Transtorno do Déficit de Atencdo e Hiperatividade (TDAH) é um distarbio
neuropsiquiatrico comum que prejudica o funcionamento social, académico e profissional, em
criangas, adolescentes e adultos. A prevaléncia dessa doenga nos Estados Unidos é de 6-9%
nos jovens (ou seja, criangas e adolescentes) e 3-5% em adultos. As taxas de prevaléncia para
a juventude em todo 0 mundo sdo semelhantes (DOPPHEIDE; PLISZKA, 2009).

O transtorno é caracterizado pela presenca de sintomas como hiperatividade,
dificuldades em manter o foco de atencéo, distractibilidade e impulsividade (APA, 2000). A
fisiopatologia da desordem permanece incompletamente esclarecida, com uma complexa
interacdo de fatores genéticos, ambientais e neurofisioldgicos (RAPPORT et al., 2000;
PALOMO et al., 2003).

Estudos mostraram altas taxas de comorbidades neuropsiquiatricas associadas com
TDAH (DUNN; AUSTIN, 2004; KUTCHER; AMAN; BROOKS et al., 2004; SOUSA et al.,
2001). Um consenso de especialistas internacionais enfatizou a mensagem de que
“comorbidades ¢ a norma e ndo excecdo (KUTCHER; AMAN; BROOKS et al., 2004).
SOUSA et al., 2001 estudaram um grupo de criangas e adolescentes, e descobriram que mais
de 85% tinham transtornos comorbidos. Um estudo também indicam a presenca de
transtornos de ansiedade, depressao, transtorno bipolar e tique motor (GHANIZADEH, 2009).
Os sintomas de TDAH pode, muitas vezes, preceder as primeiras convulsdes (AUSTIN;
DUNN; CAFFREY et al., 2002).

O psicoestimulante MFD tem um perfil neurofarmacolégico semelhante a anfetamina
e cocaina, sendo um dos mais prescritos tratamentos no sistema catecolaminérgico e
anormalidades cerebrais (WILENS, 2008). Dados na literatura mostram que o MFD inibe a
recaptacdo de noradrenalina e estimula receptores alfa e beta-adrenérgicos no neur6nio pds-
sinaptico (BENNETT et al., 1999). Evidéncias também sugerem que o MFD pode atuar sobre
0 sistema serotonérgico (GATLEY et al., 1996; KUZENSKI; SEGAL, 1997).

Os possiveis efeitos adversos produzidos pela intervencéo psicofarmacologica e a falta
de informacdes sobre os efeitos do MFD no neurodesenvolvimento tém gerado preocupacdes
quanto as consequéncias da sua utilizagdo (ACCARDO; BLONDIS, 2001; KLEIN-
SCHWARTZ, 2003). Dessa forma, os estudos em animais sd0 muito importantes para
elucidar os mecanismos pelos quais o0 MFD altera o funcionamento do SNC.
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Quando modelos animais sdo utilizados para reproduzir condigdes clinicas, eles devem
ser capazes de mimetizar os sintomas fundamentais da condicdo estudada, confirmar o
racional teorico implicado na génese do problema e predizer aspectos do comportamento,
genética e neurobiologia da doenca em questdo (KOOJI; GLENNON, 2007).

Os efeitos do MFD foram estudados utilizando-se varios modelos de comportamento
animal, tais como o labirinto em cruz elevado (LCE), campo aberto, Rota rod, nado forcado e
convulsdo induzida por pilocarpina. Estes testes sdo modelos classicos para screening de
atividades no sistema nervoso central, fornecendo informacdes sobre desempenho psicomotor,
ansiolitico, antidepressivo, atividade miorrelaxante e anticonvulsivante (de-PARIS et al.,
2000; SOUSA et al., 2004).

E comumente aceito que o estresse, a ansiedade e a depressdo sdo fendmenos
relacionados. O estresse € tipicamente implicado na etiologia da depressdo e ansiedade ou
como conseqiéncia de tais desordens, levando em consideracédo o fato de que a maior fonte de
estimulos estressantes em humanos é de natureza social (ANISMAN; ZACHARKO, 1982;
BROWN, 1996; PALANZA, 2001). Devido a esta correlagéo entre transtornos de humor em
humanos e estresse social, 0s modelos animais de ansiedade e depressdo sdo baseados na

exposicao dos animais a condicOes estressantes (PALANZA, 2001).

O labirinto em cruz elevado (LCE) foi originalmente desenvolvido por Pellow e
colaboradores (1985a) e se tornou um modelo para o estudo do comportamento de ansiedade
em ratos e, subsequentemente, em camundongos (LISTER, 1987; CORNELIO; NUNES-DE-
SOUSA, 2009; BUCKMAN et al., 2009; GRUNDMANN et al., 2009). E baseado na aversio
natural que os roedores apresentam a areas abertas e elevadas (CAROLA et al., 2002;
RABBANI et al., 2008; RAUPP et al., 2008), sendo o teste mais utilizado para a procura de
novos agentes semelhantes a benzodiazepinicos (PELLOW et al., 1985b; LAPIN, 1995;
CHEN et al., 2004).

Durante o teste do LCE, os roedores sdo normalmente cautelosos ao explorar os
espacos abertos. Apods uma exploracdo inicial geral, os animais evitam 0s espagos abertos e
tendem a permanecer nos dois bracos fechados do labirinto (BERTOGLIO; CAROBREZ,
2000). Sabendo de tal fato, observa-se que a diminuicdo na ocupac¢do dos bracos abertos e a
reducdo do numero de entradas nos bracos abertos, em relacdo ao nimero total de entradas, €

indicativo de um estado de ansiedade. Esse comportamento é atenuado pelo uso de drogas
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ansioliticas e exacerbado pelo uso de drogas ansiogénicas (SONAVANE et al., 2002;
BUCKMAN et al., 2009).

No presente estudo, o diazepam na dose de 1mg/Kg foi utilizado como padréo positivo
e, como esperado, produziu significante aumento em todos os pardmetros analisados. Estes
pardmetros sdo o0 nimero de entradas nos bracos abertos (NEBA), percentual do nimero de
entradas nos bracos abertos (PEBA), tempo de permanéncia nos bracos abertos (TPBA) e
percentual do tempo de permanéncia nos bragos abertos (PTBA). Isto indica que o diazepam
provocou um comportamento ansiolitico nos animais, pois diminuiu o medo natural a espacos

desprotegidos e elevados.

O metilfenidato foi administrado por via oral nas doses de 2,5; 5; 10 e 20 mg/Kg tanto
em animais jovens como em animais adultos. Foi observado que nos animais jovens, nas
doses de 10 e 20 mg/Kg e, nos animais adultos apenas na dose de 20mg/Kg, assim como o
diazepam, aumentou significativamente os parametros analisados, sugerindo um efeito
ansiolitico similar ao diazepam. Consistente com nossos resultados,verificaram que quando
administrado MFD em ratos durante a adolescéncia, estes gastam maior tempo nos bracos
abertos do LCE (BOLANOS et al., 2003) sugerindo que reduziram o comportamento de
ansiedade. Isto foi consistente também com estudos em humanos, demonstrando que o MFD
reduz a ansiedade em pacientes com TDAH (BARRICKMAN et al., 1995; BOUFFARD et
al., 2003).

Muitos modelos animais de ansiedade tém sido desenvolvidos com base na sua
sensibilidade aos benzodiazepinicos. No entanto, altas doses podem induzir sedacdo, causar
uma significante reducgdo dos parametros observados (CRAWLEY, 1981) e resultar em falso-
positivo/negativo nos modelos de ansiedade. Portanto, para verificar a relagdo do efeito
ansiolitico do metilfenidato com alteracdo da atividade locomotora foi realizado o teste campo
aberto (TREIT; FUNDYTUS, 1989).

O teste do campo aberto é empregado para avaliar a atividade exploratéria dos
animais. A tendéncia natural do animal em um ambiente novo é a de explora-lo, apesar do
estresse e do conflito provocado por este ambiente (MONTGOMERY, 1958). Desta forma, a
locomocdo, rearing e grooming em roedores, observados no campo aberto, sdo 0s parametros
comportamentais mais usados para descrever influéncias dos eventos da vida ou da
administracdo de drogas (MONTGOMERY, 1958; ARAKAWA,; IKEDA, 1991; REX et al.,
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1996). O modelo de campo aberto possibilita discutir a especificidade do efeito de uma droga,
caso ela seja estimulante, sedativa, ansiolitica ou ansiogénica (LISTER, 1987).

No presente estudo, o metilfenidato aumentou a atividade locomotora dos animais
jovens em todas as doses observadas. Estudos anteriores mostram que o MFD muitas vezes
aumenta a atividade locomotora em animais jovens (YANG et al., 2003; YANG et al., 2006).
Nos animais adultos aumentou apenas nas doses maiores, 10 e 20 mg/Kg. Fredriksson e
Archer, 2004, avaliando o mesmo modelo utilizado neste estudo, observaram que uma
possibilidade € de que nos nossos animais adultos, por j& serem adultos, teriam menos
hiperatividade do que os animais jovens avaliados, onde foi observado aumento na locomogéo
em todas as doses. J& o diazepam, na dose de 2mg/Kg, diminuiu a atividade locomotora

indicando efeito sedativo comum aos benzodiazepinicos.

Tem sido proposto que os psicoestimulantes (p.ex. d-anfetamina) induzem também um
aumento da exploracdo das areas centrais do campo aberto (EINAT et al., 2007).
Considerando que a ansiedade pode reduzir a atividade exploratoria (PRUT, 2003), propomos

que o MFD, na tarefa em questdo, parece gerar um efeito ansiolitico e desinibitério.

O rearing esta associado como um aspecto de comportamento exploratorio
(JOHANSSON; AHLENIUS, 1989), embora outros trabalhos relatem que agentes ansioliticos
diminuem o nimero de rearing (HUGHES, 1972; STOUT, 1994). Na literatura é referido que
0 aumento de grooming é observado em roedores apreensivos (ARCHER, 1973), e em Vvarios
estudos, pesquisadores observaram que drogas ansioliticas reduzem o grooming no campo
aberto (DUNN et al., 1981; MOODY et al., 1993; BARROS et al., 1994). N&o houve
alteracdo no nimero de rearing nem no nimero de grooming nos animais tratados com MFD

no campo aberto. O diazepam, na dose de 2 mg/kg, diminuiu o rearing e grooming.

Dando continuidade a investigacdo dos efeitos do metilfenidato que demonstrou no
LCE atividade ansiolitica similar ao diazepam, nas doses mais altas, decidiu-se analisar 0s
efeitos do MFD na coordenagdo motora, considerando que drogas como o diazepam

apresentam efeito ansiolitico e em doses mais altas, alteram a coordenacdo motora.

Quando um roedor é colocado repetidamente em um cilindro em rotacdo constante, o
animal rapidamente se adapta a rota¢do. Entretanto, apds a administracdo de um depressor do

SNC, o animal facilmente cai da haste giratéria. Com a finalidade de avaliar uma possivel



111

atividade miorrelaxante do metilfenidato, foi utilizado o teste do rota rod, um modelo animal
classico usado para determinar o efeito de drogas na coordenacdo motora de roedores
(KURIBARA et al., 1977; BOHLEN et al., 2009).

Nossos resultados mostraram que o metilfenidato nas doses estudadas néo alterou a
coordenacgdo motora, diferenciando-se do diazepam 2mg/Kg (droga ansiolitica que nesta dose
apresenta efeito relaxante muscular), que aumentou o nimero de quedas e diminuiu o tempo
de permanéncia na barra. Este resultado sugere que o MFD nas doses de 2,5; 5; 10 e 20
mg/Kg ndo apresenta bloqueio neuromuscular periférico mas, sim, um blogueio em nivel
central (PEREZ et al., 1998; AMOS et al., 2001).

Assim como a ansiedade, a depressdo também costuma estar presente em portadores
de TDAH. O teste do nado for¢ado € um modelo animal amplamente empregado para a
investigacdo de atividade antidepressiva (LUO et al., 2000; YAN et et al., 2004; BASSO et
al., 2009; FRANKOWSKA et al., 2007). E um teste que apresenta facilidade de uso,
confiabilidade, especificidade e sensibilidade ao uso agudo de antidepressivos (CRYAN et
al., 2002; DUARTE et al., 2007).

O estresse é considerado como um fator importante no desenvolvimento de transtornos
do sistema nervoso central, tais como depressdo. Estudos tém mostrado que experiéncias
estressantes aumentam a vulnerabilidade a este disturbio (KAROLEWICZ; PAUL, 2001,
HENNINGSEN et al., 2009).

O teste do nado forcado ¢ baseado no “desespero comportamental”, onde os animais
séo forcados a nadar em um espaco confinado (MORA et al., 2005; SAKI et al., 2009). Neste
teste, drogas antidepressivas diminuem o tempo de imobilidade, aumentando o tempo de nado
e 0 comportamento de luta ante o estresse (PALANZA, 2001; WANG et al., 2009).

Embora a relagéo entre a imobilidade observada neste teste e a depressdo em humanos
permaneca controversa, uma grande variedade de compostos antidepressivos e compostos que
apresentam potenciais antidepressivos reduzem o tempo de imobilidade no teste do nado
forcado (BILKEI-GORZO et al., 2002; DHIR; KULKARNI, 2007; YAO et al., 2009).

Foi observado que o MFD diminuiu o tempo de imobilidade nas doses de 10 e 20
mg/Kg nos animais jovens e apenas na de 20 mg/Kg nos animais adultos. Os resultados

também mostraram que a imipramina (inibidor de recaptacdo de noradrenalina e serotonina)
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usada como padrdo positivo nos testes no nado forcado, também diminuiu o tempo de
imobilidade dos animais, corroborando com os estudos que mostraram a sensibilidade deste
teste as varias doses de drogas antidepressivas (KULKARNI; DHIR, 2007). Os resultados
deste estudo forneceram evidéncias de que o MFD apresentou um efeito antidepressivo, uma

vez que houve uma diminuigdo no tempo de imobilidade no teste do nado forgado.

De qualquer forma, embora 0 MFD melhore sintomas depressivos em criangas com
TDAH (GADOW, 2002) tal farmaco nao € utilizado como antidepressivo. Uma questao que
permanece controversa € seu uso na clinica como estratégia de potencializacdo de farmacos
antidepressivos. Apesar de alguns relatos de caso sugirem seu uso com essa finalidade
(STOLL et al., 1996), estudos recentes, de melhor desempenho experimental, néo
apresentaram resultados promissores (PATKAR, 2006; RAVINDRAN, 2008).

Para corroborar os resultados dos experimentos comportamentais, 0 presente estudo
investigou o efeito agudo do tratamento com o inibidor da recaptacdo de noradrenalina (NA) e
dopamina (DA), metilfenidato, nos niveis extracelulares de monoaminas no corpo estriado de

camundongos jovens e adultos.

Em geral, a habilidade dos psicoestimulantes em aumentar a neurotransmissao
dopaminérgica exerce papel crucial nos efeitos comportamentais dessas drogas, embora
outros neurotransmissores como a NA e a 5-HT possam contribuir para o efeito estimulante
desses compostos (KUCZENSKI et al., 1995). Em roedores, foi demonstrado que o MFD
aumenta a concentracao extracelular de DA no estriado e de NA no hipocampo, mas diferente
da anfetamina, o MFD apresentou uma ag¢do pouco expressiva ou ausente sobre os niveis de
5-HT (KUCZENSKI et al., 1997).

Acredita-se que as monoaminas estejam envolvidas na patogenia de muitas doencas
mentais. Sabe-se da participacdo da dopamina na psicose, pois muitos farmacos antipsicéticos
blogueiam receptores dopaminérgicos (SEEMAN, 1987), ja a 5-HT esta envolvida em muitos
distdrbios neuro6ticos, incluindo ansiedade, distirbios do panico (AGHAJANIAN, 1994) e
depressdo (COHEN, 1995) e, por fim, varios estudos experimentais e clinicos indicaram que o
sistema noradrenergico esta envolvido na fisiopatologia da depressdo (FRAZER, 2000;
NUTT, 2006). O tratamento da depressdo depende do entendimento da fisiopatologia e do
mecanismo pelo qual os farmacos antidepressivos atuam. O distdrbio depressivo foi

reconhecido, inicialmente, como um fenémeno bioguimico (SCHILDKRAUT, 1965) e desde
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a aceitacdo da teoria monoaminérgica acredita-se que a depressdo é devido a uma deficiéncia
da atividade das monoaminas bidgenas (SVENSSON, 2000; BRUNELLO et al., 2002;
HENSLER, 2003; BLIER; WARD, 2003).

Foi sugerido que a falta de NA e/ou 5-HT na fenda sinéptica € a base neuroldgica para
a depressdo (PRANGE, 1964; BUNNEY; DAVIS, 1965; SCHILDKRAUT, 1965; COPPEN,
1967; LAPIN; OXENKRUG, 1969). Essa teoria sempre encontrou dificuldades para ser
consolidada, pois o efeito das drogas antidepressivas somente é evidenciado apds algumas
semanas do inicio do tratamento. Apds a realizagdo dos trabalhos de Vetulani e Sulser (1975),
pesquisadores desviaram a atencdo sobre o efeito imediato dos antidepressivos com relagdo a
concentracdo de monoaminas na fenda sinaptica para alteracGes nas caracteristicas e funcoes
dos receptores (BAKER; GREENSHAW, 1989). Alteracbes em receptores dos
neurotransmissores foram encontradas em suicidas vitimas de depressao, no entanto, isso é
interpretado em termos de uma reducdo dos niveis de monoaminas (MANN et al., 1986;
LEONARD , 2000).

Em conjunto com estudos em humanos, os resultados sugerem que a neurotransmissao
dopaminérgica € reduzida na depressdo, e que essa alteracdo, possivelmente, serve como base
para a reducdo da energia e motivacdo do paciente deprimido (HARRO; ORELAND, 2001).
Analisando a concentracdo de DA, o MFD aumentou os niveis de DA nos animais jovens e
apresentou uma tendéncia para aumento nos animais adultos, no corpo estriado. Ha uma
diferenca na responsividade entre os animais jovens e adultos no modelo de depressdo que

pode estar relacionado com as alteracdes observadas nos niveis de DA.

De um modo geral, o corpo estriado ajuda a iniciar e a controlar agdes corticais que
incluem os movimentos voluntarios, 0 comportamento e, em parte a cognicdo. Em modelos
animais, a elevacdo da DA no corpo estriado promove aumento da area locomotora percorrida
no campo aberto (CORREA et al., 2009). Neste estudo, os animais tratados com MFD
apresentaram aumento na atividade locomotora percorrida no campo aberto em todas as doses

nos animais jovens e na doses de 10 e 20mg/Kg nos animais adultos.

O MFD aumenta a DA bloqueando o Transportador de Dopamina (DAT) (VOLKOW
et al., 2001; SPENCER et al., 2006), que é o principal mecanismo para a remoc¢do de DA a
partir do espaco extracelular (GAINETDINOV; CARON, 2003), e, assim, a magnitude do
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aumento DA ¢é derivado pelo nivel de bloqueio de DAT e da quantidade de DA liberado
(VOLKOW et al., 2002).

Foi demonstrado que drogas que afetam a transmissao noradrenérgica, como as que
inibem a recaptacdo de NA nos terminais nervosos, ou seu metabolismo (inibidores da MAO),
séo efetivos na depressdo (DENCKER, 2000). Um centro de pesquisa utilizando uma nova
técnica de mensuracdo veno-arterial de concentracdo de gradientes para avaliar o nivel de
monoaminas observou que a liberacdo de NA estava marcadamente reduzida em pacientes
depressivos (LAMBERT et al., 2000). Nossos achados mostram um aumento da concentragéo
de NA no corpo estriado dos animais jovens e adultos tratados com MFD.

A analise da concentracdo de DA e NA no corpo estriado dos animais tratados com
MFD mostrou que, de maneira geral, o MFD alterou, resultando em aumento das
concentragOes dessas monoaminas. Esses resultados confirmam a atividade antidepressiva do

MFD, determinada apos a analise dos modelos animais comportamentais de depresséo.

A ansiedade é uma desordem emocional geralmente associada a depressdo. Os
sintomas da ansiedade coexistem com a depressdo (KRAVITZ et al., 1990; BAKISH, 1999).
A ansiedade generalizada e a social, assim como os ataques de panico com depressdo sdo
comorbidades comuns na populagéo geral (KESSLER; WITTCHEN, 1999). Van Praag et al.,
(1998) propuseram que muitos casos de depressdo sdo caracterizados por uma causalidade
iniciada na ansiedade e, subseqlientemente, desencadeando um estado de depressdo. A base
bioldgica para esse desenvolvimento ndo esta clara, mas a logica é sustentada pela sequéncia
finalizando com depressdo. Por isso, 0 tratamento com antidepressivos reduz primeiro a

ansiedade e depois o retardo motor e quadro depressivo (KATZ et al., 1987; 1994).

A 5-HT no cérebro desempenha um papel importante em varios processos fisiologicos
e condi¢Oes patologicas. A neurotransmissdo de 5-HT esta envolvida na regulagdo do humor,
controle de impulso, sono, vigilia, fome, libido, e funcbes cognitivas, como memoria e
aprendizado. Além disso, a 5-HT é importante na modulagéo da ansiedade e do medo, como
bem como impulsividade em suicidas e outros atos de violéncia (ARANGO et al., 2001;
LEMONDE et al., 2003).

Os benzodiazepinicos exercem as suas a¢des ansioliticas por interagdo com o sistema

GABAGérgico e parecem interagir diretamente com o sistema serotoninérgico para produzir



115

alguns de seus efeitos ansioliticos (FERNANDEZ-GUASTI; LOPEZ-RUBALCAVA, 1998).
A diminuicdo dos niveis de 5-HT verificada nos individuos tratados com diazepam é
consistente com a capacidade dos benzodiazepinicos em reduzir a neurotransmissdo de 5-HT
(GE et al., 1997). Em concordancia com nossos resultados, o MFD reduziu a concentragéo de
5-HT, no corpo estriado, dos animais jovens em todas as doses e, nos adultos apenas nas
doses maiores, ou seja, de 10 e 20 mg/Kg, sugerindo que o MFD age como um ansiolitico,

visto também pelo modelo comportamental de ansiedade.

H& uma adverténcia na bula aprovada pelo FDA aconselhando contra o uso de MFD
em face das crises convulsivas (Physician’s Desk Reference, 2007). No entanto, a informagao
gue sustenta esta possibilidade é muito limitada e contrariada por outras linhas de evidéncia.
Overdose de MFD pode conduzir a estimulacdo do sistema nervoso central ou do sistema
simpaticomimético, causando manifestacbes graves, incluindo convulsdes (KLEIN-
SCHWARTZ, 2002).

O MFD foi testado num modelo de convulsdo induzida por sensibilizacdo com baixa
intensidade de estimulacdo do cérebro (kindling). Neste modelo, o MFD prolongou a duracéo
das convulsdes, mas apenas fracamente (BABINGTON; WEDEKING, 1973).

Modelos de convulsdes induzidos em animais reproduzem altera¢gdes comportamentais
e eletroencefalogréaficas que sdo semelhantes a epilepsia do lobo temporal de humanos (BEM-
ARl et al, 1980; HONCHAR et al., 1983; CAVALHEIRO et al., 1991).

O modelo de convulsdo induzido por pilocarpina em altas doses (400 mg/Kg) foi
utilizado como instrumento para investigar a participacdo dos diferentes sistemas de
neurotransmissao do SNC como possiveis moduladores da epileptogénese, como também para
observar as alteracdes comportamentais, e outros aspectos neuroquimicos relacionados com a
fase aguda do processo convulsivo (CAVALHEIRO et al., 1994; MARINHO et al., 1997 e
1998; COSTA-LOTUFO et al., 2002; FREITAS et al., 2004a).

A convulsdo induzida por pilocarpina pode ser caracterizada por episodios de alteracéo
no comportamento dos animais (TURSKI et al., 2003a). Essas convulsdes apresentam, ainda,
uma temporaria reducgéo da consciéncia e contragdes involuntarias do muasculo esquelético em
humanos (VANHATALO; RIIKONEN, 1999; JOBE, 2003). Assim, a atividade epiléptica
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pode ser detectada pelas alteracGes eletroencefalograficas e comportamentais (TURSKI et al.,
1983 a,b; CAVALHEIRO et al., 1991).

Imediatamente ap6s a administracdo de pilocarpina, os ratos podem apresentar
persistentes mudangas comportamentais, incluindo piloerecdo, cromodacriorréia, acinesia
inicial, ataxia, tremores, automatismos mastigatorios como mioclonia dos musculos faciais, e
movimentos de cachorro molhado, que persistem de 10 a 15 minutos (TURSKI et al., 1983a).
Nos nossos estudos comportamentais, essas alteracbes foram observadas de forma

semelhantes tanto nos animais jovens como nos adultos, quando pré-tratados com MFD.

Os resultados deste estudo mostram que as convulsdes dos animais pré-tratados com
MFD foram potencializadas, sendo observados efeitos ndo s6 na reducdo do tempo para o
inicio do aparecimento da primeira convulsdo, mas também a reducdo na percentagem de
sobrevivéncia dos animais ap6s a administracdo de P400 quando comparados aos animais

tratados apenas com P400. Tais efeitos foram observados em animais jovens e adultos.

A investigacdo do mecanismo via colinérgica, foi feita através do modelo da
pilocarpina, um agonista muscarinico, que em doses elevadas induz alteracdes
comportamentais, tais como convulsdes e lesGes cerebrais em roedores via superestimulacao
cortical (ALAM; STARR, 1993; FREITAS et al , 2006). As analises comportamentais para a
laténcia de convulsdo e sobrevivéncia nos permitem sugerir que o MFD possui um

mecanismo via colinérgica e parece ndo proteger contra convulsées em modelos colinérgicos.

Para melhor elucidar o papel da transmissdo colinérgica em convulsdes e morte
observada por MFD, foi determinada a atividade da acetilcolinesterase em cérebro dos
animais. A pilocarpina exacerba a atividade colinérgica, provavelmente por influéncia direta,
aumentando a acdo da ACh circulante, modificando o binding dos receptores muscarinicos
(HRUSKA et al., 1984) e diminuindo a atividade acetilcolinesterasica (IMPERATO et al.,
1998). A AChE é considerada essencial para o funcionamento normal do sistema nervoso, a
medida que limita a acdo da acetilcolina, tdo logo esta seja liberada das fendas sinapticas.
Especula-se que a atividade dessa enzima poderia afetar o desenvolvimento das convulstes
induzida por pilocarpina, alem da sua importancia como possivel alvo terapéutico (GETOVA-
SPASSOVA, 2006).
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A inibicdo da atividade da AChE, induzida pela administracdo de pilocarpina, em
modelo de convulsdes, j& foi previamente reportada (FREITAS et al., 2006; SALES et al.,
2010). No nosso estudo, de acordo com a literatura disponivel, P400 reduziu a atividade dessa
enzima, na qual foi observado pela facilidade da incidéncia e da frequéncia da atividade

epiléptica nos animais jovens e adultos.

O pré-tratamento com MFD em animais jovens reduziu a atividade da enzima
significativamente nas doses de 5, 10 e 20 mg/Kg, em comparagdo ao grupo controle apenas
no corpo estriado. Por sua vez, em animais adultos, o pré-tratamento reduziu
significativamente a atividade da enzima nas doses de 2,5 e 5mg/Kg quando comparado ao
grupo controle apenas no corpo estriado. Ndo houve diferencas significativas no hipocampo
de animais jovens e adultos pré-tratados com MFD. Foi anteriormente descrito que o
tratamento com MFD aumenta a atividade da AChE no cortex pré-frontal mas ndo no
hipocampo de ratos (KOZAK et al., 2007). As diferencas de resposta entre jovens e adultos
em ratos apos o tratamento do MFD tém sido relatadas, e alguns investigadores sugerem que
estas diferencas dependem da area do cérebro estudada, da dose, bem como da idade da
exposicdo ao farmaco (VOLKOW et al., 1998; YANO; STEINER, 2005; CHASE et al.,
2007).

Fisiologicamente em cérebros de ratos, pode ser detectada uma alta concentracdo de
AChE, principalmente em neur6nios do striatum, do ndcleo lateral do tdlamo, do tubérculo
olfatdrio e do nacleo accumbens; em outras areas, 0 contelldo dessa enzima apresenta-se em
menor proporc¢des. Isto pressupde que, o contetdo da enzima AChE pode variar entre as
estruturas cerebrais, conferindo aquelas que apresentam maiores concentracao, possivelmente
uma maior metabolizacdo da acetilcolina, podendo manter o equilibrio entre 0s mecanismos
excitatorios e inibitérios do SNC e impedir o desenvolvimento de descargas neuronais
anormais que culminam na hiperexcitacdo neuronal (PALKOVITS; JACOBOWITZ, 1974).

A ativacdo colinérgica € essencial para o inicio do processo convulsivo em modelos de
epilepsia do lobo temporal, visto que estas convulsdes podem ser bloqueadas pelo pré-
tratamento com antagonista muscarinico atropina (DE BRUIN et al., 2000). Sabe-se que
drogas anticolinesterasicas (colinérgicas indiretas) também podem exercer efeitos excitatorios
similares a agonistas colinérgicos exdgenos (pilocarpina, carbacol). Acredita-se que a
diminuicdo do metabolismo da acetilcolina, pela reducdo ou bloqueio da atividade da AChE,

pode facilitar a instalacdo da atividade epiléptica, em virtude do aumento da concentragdo da
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acetilcolina enddgena, que pode ativar diretamente o sistema colinérgico e, de forma direta ou
indireta, induzir mudancas neuroquimicas em outros sistemas de neurotransmisséo, dentre
eles, glutamatérgico e GABAEérgico, uma vez que estes podem estar implicados durante o

estabelecimento e desenvolvimento das convulsdes limbicas (IMPERATO et al., 1998).

Nossos achados sugerem que o mecanismo de convulsfes causadas pelo MFD pode
envolver uma interacdo com o sistema gabaérgico e glutamatérgico, através de uma
modulacdo no sistema colinérgico, com possivel reducdo da atividade da enzima
acetilcolinesterase, culminando com o aumento dos niveis de acetilcolina. Foi demonstrado
uma interacdo entre os sistemas GABAérgico e muscarinico em que a acetilcolina bloqueia as
correntes GABAEérgicas inibitdrias pos-sinapticas e a resposta ao GABA exdgeno, mesmo na
presenca de tubocurarina (antagonista nicotinico) ou de atropina, em células ganglionares da
retina de ratos. (SHIH et al., 1991).

Isso sugere um efeito modulador, exercido pelo MFD sobre o funcionamento do
sistema colinérgico muscarinico, em nivel central, como mecanismo alternativo para
potencializagdo das convulsdes no modelo do P400, demonstrando um possivel mecanismo

colinérgico envolvido, visto que o farmaco reduziu a atividade da acetilcolinesterase.
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CONCLUSOES
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6 CONCLUSAO

A andlise dos resultados apresentados neste trabalho nos permitiu concluir que:

» Nos testes do labirinto em cruz elevado, o metilfenidato aumentou todos os parametros

analisados, comprovando seu efeito ansiolitico;

» No teste do campo aberto, o metilfenidato aumentou a atividade locomotora e ndo

alterou o grooming e rearing, sugerindo um efeito ansiolitico e desinibitorio;

» No teste do Rota rod, a coordenacdo motora dos animais ndo foi alterada, mostrando
que os efeitos desta substancia ndo estéo relacionados com o bloqueio neuromuscular

periférico, mas sim, ocasionados centralmente;

» Nos testes do nado forcado, o metilfenidato apresentou efeito antidepressivo, pois
diminuiu o tempo de imobilidade dos animais, levando-nos a sugerir uma maior
investigagdo nesse contexto, uma vez que o farmaco ndo é, tradicionalmente, usado

como antidepressivo, na clinica;

» Apls a andlise das monoaminas, verificou-se que o metilfenidato aumentou a
concentracdo das aminas biodgenas estudadas, corroborando com o efeito

antidepressivo observados nos modelos nado forgado.

» No teste da convulséo induzida por pilocarpina, o metilfenidato diminuiu as laténcias

de convulsdo e de morte, demonstrando apresentar uma atividade proconvulsivante.

» O pré-tratamento com metilfenidato foi capaz de reduzir o nivel de atividade da
enzima AChE no corpo estriado, induzida por P400, mas ndo no hipocampo. Isso
sugere um possivel mecanismo colinérgico como mecanismo alternativo para

potencializagédo das convulses no modelo do P400.
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