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RESUMO

O Transtorno Afetivo Bipolar é um transtorno mental severo que acomete cerca de 1,5% da
populagao mundial e se caracteriza pela oscilagdo de humor entre a depressio e a mania,
interferindo no desempenho do individuo em termos pessoais e profissionais, bem como sendo
responsdvel por alto nimero de suicidios. Todos esses fatores o caracterizam como um problema
de satide puiblica. Seu mecanismo fisiopatoldgico ainda ndo € totalmente conhecido e o arsenal
terapéutico atual ainda é escasso, necessitando de continuas pesquisas nesse ambito. Observando a
necessidade de maior disponibilidade de modelos animais de mania para maiores pesquisas € que
o estudo objetivou investigar um novo modelo animal de mania. O desenho experimental da
pesquisa seguiu os critérios para determinar um modelo animal que sdo: a validade de face (onde
busca-se mimetizar no animal comportamento caracteristico na doenga), validade de constructo (a
fisiopatologia da doenca) e a validade preditiva ( se os medicamentos ja estabelecidos para
determinada doenca sdo capazes de reverter e prevenir os efeitos do firmaco que induz a
patologia). Logo, o presente trabalho se propds a investigar a atividade do Dimesilado de
Lisdexanfetamina (LDX), pré-firmaco que ao ser metabolizado a d-anfetamina passa a exercer
sua atividade psicoestimulante como possivel agente em um modelo animal de mania. O
tratamento com D-ANF induz hiperlocomocio e é considerado como um modelo animal de mania
bipolar ja estabelecido. Por isso, procurou-se determinar as alteracdes comportamentais e de
estresse oxidativo induzidas pela administracdo via oral sub-cronica de LDX, bem como a
reversdao e prevencdo deste efeito ao tratar os ratos com litio, medicamento protdtipo como
estabilizante do humor. Um aumento significativo no comportamento locomotor foi induzido por
LDX (10 e 30 mg/Kg). Para determinar os efeitos de Litio (Li) nas alteragdes induzidas por LDX
nos ratos do grupo reversio, o protocolo seguiu a administracdo de LDX (10 ou 30 mg / Kg) ou
solucdo salina durante 14 dias. Entre os dias 8° e 14° os animais receberam Li (47,5 mg / kg, ip) ou
solugdo salina. No protocolo de prevencdo, os ratos foram pré-tratados com solucdo salina ou Li
antes da administracdo de LDX. Os niveis de Glutationa Reduzida (GSH) e de peroxidagdo
lipidica foram determinados no cértex pré-frontal (PFC), hipocampo (HC) e estriado (ST) de ratos.
Constatou-se que o Litio preveniu a hiperlocomocao induzida por LDX, nas doses de 10 e 30
mg/kg, mas somente reverteu a hiperlocomog¢ao quando utilizada a dose de 10 mg/ kg de LDX.
Além disso, ambas as doses de LDX diminuiram o conteido de GSH (em ST e PFC), enquanto
que Li foi capaz de reverter e prevenir estas alteragdes, principalmente no PFC. LDX (10 e 30 mg
/ kg) aumentou a peroxidacio lipidica, que foi revertida e prevenida por Li. Diante dos resultados
em termos de hiperlocomocio e estresse oxidativo demonstrou-se que o LDX conseguiu induzir
tais parametros, se mostrando como uma promessa de modelo animal alternativo de mania.

Palavras-chave: Transtorno Bipolar. Modelo Animal de Mania. Dimesilato de Lisdexanfetamina.
D-Anfetamina. Estresse Oxidativo.



ABSTRACT

Bipolar disorder is a severe mental disorder that affects approximately 1,5% of the world
population and is characterized by mood swings between depression and mania, and that interferes
with the individual's performance in personal and professional terms, as well as being responsible
for high number of suicides. All these factors characterize it as a public health problem. Its
pathophysiologic mechanism is not yet fully known and the current therapeutic arsenal is still
scarce, requiring continuous research in this field. Noting the need for increased availability of
animal models of mania for further research is that the study aimed to investigate a new animal
model of mania. The experimental design of the study followed the criteria for determining an
animal model are: face validity (which seeks to mimic the animal behavior characteristic disease),
construct validity (the pathophysiology of the disease) and predictive validity (if the medications
already established for certain disease are capable of reversing and preventing the effects of drug
which induces pathology). Therefore, this study aimed to investigate the activity of Dimesilado
Lisdexanfetamina (LDX), prodrug that is metabolized to d-amphetamine is exerting its activity as
possible psychostimulant agent in an animal model of mania. Treatment with D-ANF induced
hyperlocomotion and is considered an animal model of bipolar mania already established.
Therefore, we sought to determine behavioral changes and oxidative stress induced by oral
administration of sub-chronic LDX, as well as the prevention and reversal of this effect by treating
the rats with lithium, a drug prototype mood stabilizer like. A significant increase in the locomotor
behavior was induced by LDX (10 and 30 mg / kg). To determine the effect of lithium (Li)
changes induced in the rats of group LDX reversal, the protocol followed by the administration of
LDX (10 or 30 mg / kg) or saline for 14 days. Among the 8th and 14th days the animals received
Li (47.5 mg / kg, ip) or saline. In the prevention protocol, rats were pretreated with saline or Li
prior to administration of LDX. The levels of Glutathione Reduced (GSH) and lipid peroxidation
were determined in the prefrontal cortex (PFC), hippocampus (HC) and striatum (ST) from rats. It
was found that the lithium prevented hyperlocomotion induced LDX at doses of 10 and 30 mg /
kg, but only LDX reversed hyperlocomotion in a dose of 10 mg / kg. Furthermore, both doses of
LDX decreased content of GSH (and in ST PFC) whereas Li was able to reverse and prevent these
changes, particularly in PFC. LDX (10 and 30 mg / kg) increased lipid peroxidation, which was
prevented and reversed by Li considering the results in terms of hyperlocomotion and oxidative
stress has been shown that the LDX could induce such parameters, is showing promise as a model
alternative animal mania.

Keywords: Bipolar Disorder. Mania Animal Model. dimesylate of Lisdexanfetamina. D-

Amphetamine. Oxidative Stress.
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INTRODUCAO

1.1 Transtorno Bipolar

O Transtorno afetivo bipolar (TAB) é um transtorno mental cronico e prevalente.
E considerado como sendo uma das principais causas de incapacidade entre todas as
condicdes médicas e psiquidtricas e tem sido associado a altos indices de morbidade e
mortalidade (JORNADA et al.,, 2011). A caracteristica clinica tipica desta desordem ¢é a
alternancia entre episddios de depressdo (humor deprimido, desesperanca, anedonia,
distdrbios do sono, dificuldade de concentracdo, retardo psicomotor e, muitas vezes, ideagao
suicida) e episddios de mania (humor elevado ou euforia, hiperatividade, insonia, € um
otimismo maior, que geralmente se torna tdo extremo que o julgamento do paciente &
prejudicado) (BELMAKER, 2004; JR CAZ et al., 2005 ).

O TAB atinge igualmente homens e mulheres e a média do inicio dos sintomas é
de 20 anos (APA, 2000). De acordo com dados da Organizacdo Mundial de Satide o TAB ¢é
considerado uma das dez causas de incapacitagdo no mundo (LOPEZ e MURRAY, 1998).
Acomete de 1,5% das pessoas mundialmente (BALLONE, 2005).

Devido a natureza cronica da doencga, ha necessidade de terapias eficazes, ndo s6
para a mania aguda e depressdo, mas também para cuidados a longo prazo visando manter a
estabilidade do paciente.

Segundo o DSM IV-TR (2003) (Figura 1), o TAB ¢ dividido em dois subtipos
principais, tipo I e II. O tipo I é a forma cldssica em que o paciente apresenta os episddios de
mania alternados com os depressivos. As fases maniacas ndo precisam necessariamente ser
seguidas por fases depressivas, ou as depressivas por maniacas. O tipo II caracteriza-se por
nao apresentar episddios de mania, mas de hipomania com depressdo. A hipomania apresenta
as mesmas caracteristicas da mania, porém nao hd prejuizo acentuado no funcionamento
social ou ocupacional, bem como hospitalizacdo ou psicose (VALVASSORYI, 2010).

Apresenta elevadas taxas de reincidéncia, deflagrando déficits cognitivos e
funcionais, o que acarreta em danos ao bem-estar e a qualidade de vida ndo apenas dos
pacientes, mas também dos familiares e cuidadores (MANNING, 1997; TOHEN et al., 2003;
FAGIOLINI et al., 2005; REVICKI et al., 2005).

O tratamento farmacolégico no TAB tem como objetivo estabilizar as variacdes
de humor e a reducdo da frequéncia das passagens entre as crises de mania e os estados

depressivos. Todavia, apesar dos esfor¢os e avancos no tratamento da doencga, apenas 1/3 dos
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pacientes que sofrem de TAB retomam completamente as suas funcdes sociais e ocupacionais
apos o inicio do tratamento (HUXLEY; BALDESSARINI, 2007).

Mesmo com todo avango alcancado nas pesquisas, o TAB permanece uma doenga
recorrente. Alguns pacientes apresentam-se estaveis e outros experimentam episddios
frequentes, estados mistos e complicacOes relacionadas a abuso de substincias e prejuizo
cognitivo acentuado. O prejuizo causado pela doenca parece estar mais relacionado a
recorréncia dos episddios do que a gravidade de um dado episédio (POST et al., 2003). O
nimero médio de episddios maniacos em pacientes com TAB sem tratamento ao longo da
vida € de oito a nove (GOODWIN e JAMISON, 2007). Comumente, os pacientes apresentam
periodos de exacerbacdo dos sintomas (episdédios maniacos, mistos ou depressivos)
intercalados por periodos subsindromicos e periodos de remissdo (eutimia). Antes do
surgimento dos psicofdrmacos, os episédios duravam de quatro a 13 meses, os intervalos
assintomadticos ficavam mais curtos e os episodios mais longos com a progressao da doenca
(ANGST e SELLARO, 2000). A persisténcia de sintomas subsindrOmicos estd associado a
um maior risco de reagudizacdo da doenca (PERLIS et al., 2006).

Figura 1: Tipos de Transtorno Bipolar (DSM -1V)

Episodio Depressivo

<

Transt. Depressivo Recorrente

<

Transt. Bipolar do Humor - Tipo |

v
A

<

Transt. Bipolar do Humor - Tipo Il | A

fetivos - DSM.IV

=
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1.1. Fisiopatologia do Transtorno Bipolar

A complexa fisiopatologia do TAB permanece indefinida levando a vdrias
hipéteses sobre sua origem e evolucdo (KAPCZINSKI ez al., 2008). No entanto, estudos
indicam a existéncia de alteracdes anatdomicas e fisioldgicas, bem como danos oxidativos e
varia¢do na neuroplasticidade em pacientes bipolares (DREVETS et al., 1997, BEARDEN et
al., 2001, RAJKOWSKA et al., 2001). Nos subitens abaixo fatores importantes envolvidos na
fisiopatologia do TAB sao citados e correlacionados a génese desta patologia.

Como a compreensdo de todo o complexo fisiopatolégico do TAB ainda € vago,
pesquisas elucidam que vdrias vias podem estar envolvidas na resposta alostitica do
organismo as alteragdes decorrentes da fisiopatologia do TAB (Figura 2) (GRANDE et al,
2012).

1.1.1. Estresse Oxidativo

Estresse oxidativo é um estado celular no qual existe um desequilibrio entre a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a capacidade celular de eliminé-las
através de mecanismos antioxidantes. As EROs destroem biomoléculas como o DNA,
proteinas e lipidios o que pode levar a morte celular (BIEWENGA et al., 1997). No TAB,
pesquisadores constataram um aumento do estresse oxidativo a partir do aumento da
peroxidacao lipidica e da atividade da Superdéxido Dismutase (SOD), bem como no dano ao
DNA (KULOGLU et al., 2002; FREY et al., 2007).

Adicionalmente, Kapczinski er al (2008) associam o TAB a uma elevacdo
patoldgica da carga alostdtica, termo que se refere a decorréncia do esfor¢o do organismo para
adaptar seus parametros internos a diferentes situacdes em prol de manter sua funcdo normal.
No caso do TAB, os mesmos genes envolvidos no transtorno estdo vinculados a uma maior
predisposicdo ao estresse, 0 que aumenta a carga alostdtica, causando comprometimento
cognitivo e aumento das taxas de co-morbidades fisicas e psiquidtricas (KAPCZINSKI ez al.,
2008b). Estudos post-mortem tém demonstrado aumento do estresse oxidativo (Gigante et al.,
2011) e diminuicdo das defesas antioxidantes (GAWRYLUK ez al., 2011) no cortex pré-
frontal de pacientes com TAB, o que pode acarretar dano neuronal (GIGANTE et al., 2011).

Frey e colaboradores induziram estresse oxidativo com anfetamina em animais e,
posteriormente, trataram-nos com litio e valproato (estabilizadores de humor). Ambos os
farmacos reverteram o aumento da peroxidacdo lipidica no cértex pré-frontal, bem como o

preveniram no hipocampo (FREY et al., 2006a). O mesmo grupo de pesquisadores observou
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que gémeas idénticas bipolares antes de serem tratadas apresentavam indices de SOD e
substincias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) mais altos. TBARS ¢ SOD foram
normalizados apds tratamento com estabilizadores do humor, o que sugere que efeitos

antioxidantes possam estar envolvidos (FREY et al., 2007).

Uma metandlise recente estudou estresse oxidativo encontrado no TAB. Os
resultados obtidos foram que os niveis de TBARS estdo significativamente maiores em
pacientes bipolares, enquanto os niveis de SOD e Glutationa peroxidase (GPx) nio pareciam

estar significantemente alterados nesses pacientes (ANDREAZZA et al., 2008).
1.1.2. Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF) e TAB

O Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF) é um membro da familia dos
fatores de crescimento denominado genericamente de “neurotrofinas”, cujos efeitos resultam
da ativacdo do seu receptor tirosina-quinase B (Trk B) (DUMAN, 2002). O BDNF tem
influéncia marcante na eficdcia sindptica, na conectividade neuronal e na neuroplasticidade
(POST, 2007). O BDNF estd expresso no cortex cerebral e no hipocampo, dreas cerebrais que
regulam fungdes cerebrais complexas, como a memoria declarativa e a emog¢ao (GRANDE et
al., 2010). A expressao do BDNF € regulada por corticosterdides relacionados ao estresse e tal
interacdo parece influenciar a vulnerabilidade a psicopatologia moderada por estressores
ambientais, dentre elas o TAB (MANIJI er al., 2003, KAUER-SANT'ANNA er al., 2007). Os
niveis de BDNF tém influéncia sobre o volume hipocampal (GRANDE et al., 2010). Por
exemplo, mulheres deprimidas com histéria de abuso sexual t€m um volume hipocampal 18%
menor que mulheres que ndo sofreram abuso sexual (VYTHILINGAM et al., 2002). Dessa
forma, o BDNF pode mediar os efeitos do estresse psicossocial no TAB e a disfuncdo
cognitiva comumente relacionada a episddios afetivos repetidos (POST et al., 1997, BERK et

al., 2011).

Frey et al (2006), apds tratar animais com anfetamina, observou que os niveis de
BDNF dos mesmos encontravam-se diminuidos. Entretanto, o tratamento com litio aumentou
os niveis de BDNF no hipocampo dos animais quando administrado antes e depois da
anfetamina. J4 o valproato elevou os niveis hipocampais de BDNF quando administrado apés
a anfetamina. Portanto, € possivel que o BDNF seja uma molécula relevante para a
compreensdo dos mecanismos de a¢do de farmacos com a atividade antimaniaca (FREY et al.,

2006a).
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De um modo curioso, um estudo sugeriu que na mania hd uma correlacdo negativa

entre peroxidacao lipidica (TBARS) e niveis séricos de BDNF (KAPCZINSKI et al., 2008a).

Uma metandlise recente sugere que o BDNF possa ser um marcador do TAB
(FERNANDES et al, 2011). Os niveis de BDNF encontram-se diminuidos na mania e na
depressao. O mesmo estudo revelou que o tratamento farmacoldgico da mania aguda eleva os

niveis do BDNF.
1.1.3. Alteracao Volume Areas Cerebrais no TAB

Estudos neuroanatdmicos através da andlise da imagem por ressonancia
magnética tém evidenciado alteragdes do volume de determinadas regides cerebrais
envolvidas na regulacdo do humor. Esses achados abrangem diminui¢do no volume do PFC e
aumento do CE (HAJEK et al, 2005; STRAKOWSKI et al, 2005). Pesquisas neurofuncionais
com ressonancia magnética funcional e tomografia por emissao de pésitrons (PET) apontam
uma diminuicdo significativa no metabolismo do PFC durante a depressdo e subsequente
aumento em algumas regides do PFC durante a fase manfaca (MALHI er al, 2004;

STRAKOWSKI et al, 2005).

H4 muitas evidéncias em estudos de neuroimagem e post-mortem em que o TAB
estd associado a prejuizos na neuroplasticidade e na capacidade de resiliéncia celular
(ZARATE et al, 2006).

Andlises de imagem funcional indicam que o TAB € caracterizado por excesso de
atividade nas estruturas subcorticais e limbicas e atividade diminuida no PFC em resposta a
estimulos emocionais acentuados (PHILLIPS et al., 2003).

Uma avaliacdo mais detalhada destas alteragdes neuropatoldgicas sugere que estas
modificacOes seguem um padrdo de alteracdo neurodesenvolvimental e de neuroplasticidade,
e ndo um padrdo de degeneracdo cerebral como previamente se pensava (RAJKOWSKA,

2003).
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Figura 2: Mediadores Alostaticos envolvidos no sistema téxico da fisiopatologia

do Transtorno Bipolar (Grande et al, 2012)
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1.2. Situacao atual do tratamento farmacolégico para TAB

Com a lacuna sobre a precisa fisiopatologia da doenca, pesquisas t€ém tentado
elucidar alvos de farmacos cldssicos terapeuticamente relevantes usados para o tratamento de
TAB, com a finalidade de desenvolver medicamentos mais efetivos (QUIROZ et al., 2004).

O principal farmaco classico para tratamento do TAB é o Carbonato de Litio (Li).
E efetivo nos episédios de mania aguda e promove uma razodvel protecdo contra episédios de
alteracdes de humor recorrentes. (DAVIS et al., 2005).

Desde sua aprovacdo mundial na terapéutica em 1970, o Litio, vem sendo usado
pelos seus efeitos anti-maniacos, antidepressivos, € anti-suicida, entretanto seu mecanismo de
acdo a nivel celular permanece nao totalmente definido. Durante os ultimos anos, vérias
pesquisas demonstram que a estabilizacdo do humor e neuroplasticidade induzidas pelo litio
acontecem devido a inibicao da Glicogénio Sintase Quinase- 3 beta (GSK-3beta) a qual ao ser
inibida permite a acumulag@o de beta-catenina, sendo esta um fator de transcri¢do envolvido

na estabiliza¢ao do humor (GOULD, 2007).

Niveis alterados de GSK-3beta e beta-catenina estdo associados com varias

doencgas neuropsiquidtricas € neurodegenerativas, enquanto que varios farmacos cldssicos
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neuropsiquidtricos inibem a GSK-3beta e regulam a expressdo de beta-catenina (WADA,
2009).

Evidéncias sugerem que o aumento de GSK-3 estimula processos apoptdticos e esta
quando inibida, atenua ou previne a apoptose (GOULD et al., 2006). Logo, estudos indicam que
os efeitos neuroprotetores do Li, ao menos em parte, € devido a inibicio da GSK-3, que age
através da via do fosfatidil-inositol-3-quinase (PI3K)/proteina- quinase-B (Akt) (LI ef al., 2002).
Portanto, o que se sabe até entdo € que o mecanismo de acdo do Li age na inibicdo da GSK-3
(enzima pré-apoptotica) e aumento da Bcl-2 (proteina antiapoptética) (GOULD e MANIJI,
2005).

Afora o conhecimento de todo esse processo, o0 mecanismo de acdo do Li ainda
ndo estd totalmente elucidado. Em casos de pacientes que ndo respondem ao seu efeito, as
classes de medicamentos que estdo em segunda escolha sdo anticonvulsivantes e

antipsicoticos, como valproato, carbamazepina e clozapina.

Logo, devido ao pequeno arsenal terapéutico disponivel na clinica bem como a
quantidade de pacientes refratarios ou que apresentam efeitos colaterais aos medicamentos
disponiveis, observa-se a necessidade de pesquisas que avancem nos conhecimentos sobre o
mecanismo fisiopatolégico do TAB bem como na descoberta de novos farmacos para o

transtorno.
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1.3. Modelos Animais

O conceito de modelo animal é aquele cujos mecanismos patoldgicos sao
suficientemente similares aqueles de uma doenga humana, servindo a doenca animal como
modelo. A patologia no animal pode ser tanto induzida, como de ocorréncia natural
(CALABRESE, 1991).

O uso de modelos de doencga animal superam as limitacdes, principalmente éticas,
da investiga¢do em seres humanos e proporciona a busca de uma relagcdo causal de modo mais
rdpido, menos trabalhoso e menos oneroso (FAGUNDES, 2004). E imprescindivel essa
ferramenta na pesquisa experimental.

No TAB o desenvolvimento de modelos animais mostra-se como um passo
importante para a elucidacdo das suas bases bioldgicas e para a investigagdo de novos alvos

terapéuticos em situacdes pré-clinicas (LIPSKA e WEINBERGER, 2000).

Modelos animais para doencas devem atender a trés conjuntos de critérios:
validade de face, constructo e preditiva (LIPSKA e WEINBERGER, 2000; NESTLER e
HYMAN, DE 2010, DA-ROSA et al., 2012). Os critérios estdao descritos na Figura 3.
Validade de face refere-se a capacidade do modelo em mimetizar os sintomas humanos do
distirbio relacionado em animais, enquanto validade de constructo é o potencial do modelo
para replicar algumas correlagdes fisiopatologicas encontradas na doenca humana.
Finalmente, a avaliacdo se os medicamentos clédssicos utilizados para tratar a patologia t€ém o
potencial de prevenir e/ou reverter as alteracdes comportamentais e neuroquimicas induzidas

no animal constituem a validade preditiva (NESTLER e HYMAN, 2010).

Figura 3: Critérios para Validacio de um Modelo Animal de Mania ( Adaptado de
Kapczinski e Quevedo, 2009).
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1.4.1. Modelo animal de Mania:

Até o presente, ndo existe um modelo animal ideal para o TAB, uma vez que o
padrdao cronico e oscilatério deste transtorno, com variagdes comportamentais extremas e
clinicamente opostas € um verdadeiro desafio a ser superado (MACHADO-VIEIRA et al.,
2004; EINAT e MANIJI, 2006). Portanto, a resolucdo deste problema tem sido o
desenvolvimento de modelos animais que reproduzem determinados aspectos do quadro

clinico deste transtorno (FREY er al., 2006).

1.4.2. Modelo animal classico de mania: Inducio por D-ANFETAMINA (D-ANF)

A dopamina (DA) é um neurotransmissor que desempenha um papel chave na
regulacdo do humor, das funcdes cognitivas e motoras do cérebro (GAINETDINOV
BEAULIEU, 2011). As alteracdes na sinalizagdo da dopamina tém sido implicadas em
numerosas desordens psiquidtricas, incluindo TAB (KO e STRAFELLA, 2012). Assim,
muitos sinais e sintomas relacionados com a TAB podem ser replicados em modelos animais
com estimulantes dopaminérgicos, tais como anfetaminas e cocaina. Por exemplo, a
administracdo de anfetamina em ratos induz a insonia, hiperlocomog¢do e maior expressdo da
atividade sexual, que sdo as alteragdes de comportamento que se assemelham a manifestagdes
da fase maniaca no TAB humano (FIORINO e PHILLIPS, 1999). Além disso, o tratamento
de animais com D-ANF desencadeia a euforia como resultado da liberagdo de DA no estriado
anteroventral (DREVETS et al., 2001). Em conformidade com as evidéncias apresentadas
acima, o modelo farmacolégico mais amplamente utilizado para o estudo da mania é a
hiperatividade em roedores induzido por D-anfetamina (D-ANF) (EINAT, 2006, FREY et al.,
2006a; FREY er al.,, 2006b). Reforcando este modelo é importante salientar que
estabilizadores cldssicos de humor, como o litio (Li) e valproato sdo capazes de suprimir a
hiperlocomogao induzida por D-ANF (FREY er al., 2006¢), fornecendo mais evidéncias para

a validade preditiva deste modelo farmacol6gico (HARRISON-READ, 2009).

E sabido que os transtornos mentais associados com elevacio patoldgica da
neurotransmissdo de DA, tais como a esquizofrenia e mania, estdo associados com um
excesso de formacgdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) (BERK, 2009, BERK et al.,
2011). Deste modo, o dano oxidativo de proteinas e lipidios € um dos possiveis mecanismos
que contribuem para a disfun¢ao neuronal e glial em TAB (BERK et al., 2011). Diversas
evidéncias indicam que administra¢des repetidas de D-ANF induzem a hiperatividade em

roedores estdo associadas ao aumento do dano oxidativo lipidico e protéico em dreas do
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cérebro tais como cortex pré-frontal (PFC), hipocampo (HC) e estriado (CE) (FREY et al.,
2006a; FREY et al., 2006b; ANDREAZZA et al., 2008; RIEGEL et al., 2009). O tratamento
com estabilizadores de humor pode prevenir e / ou reverter as alteragcdes que abalam o

equilibrio oxidativo destas dreas do cérebro (FREY et al., 2006c).
1.4.3. Limitacdo da comercializacio de Anfetaminas no Brasil

Apesar do modelo de inducdo da mania com D-ANF ser estabelecido,
reconhecido e confidvel nas pesquisas no Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitédria) determinou através da Resolu¢io — RDC N° 52 de 6 de Outubro de 2011 a
proibi¢do da comercializacido de anfetaminas com indicagdo clinica para inibir o apetite bem
como seus derivados. Desde entdo, tal norma implicou também na escassez da matéria prima
utilizada na pesquisa cientifica experimental, impossibilitando desenvolver novas

investigagdes com D-ANF para o tratamento de TAB.

Diante disso, é que o presente estudo visa contribuir como possivel modelo
animal de mania através das pesquisas realizadas com o (Vyvanse ®), medicamento aprovado
e utilizado no Brasil desde 2011 para o tratamento de déficit de atencdo e hiperatividade

(TDAR).

1.5. Dimesilato de Lisdexanfetamina (LDX) e seu potencial como agente no modelo de
mania

Dimesilato de Lisdexanfetamina (LDX) (Vyvanse ®) é um pré-fairmaco para o
tratamento de déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH). Ele tem a designacdo quimica de
(2S) -2,6-diamino-N-[(1S)-1-metil-2-fenil-etil] hexanamida dimetanosulfonato (Mattingly,
2010). Como um pré-farmaco, ele requer biotransformacgao para ser convertido a molécula de
droga ativa, D-ANF. D-anfetamina, por sua vez, é o estereoisomero da molécula de ANF e é
aproximadamente duas vezes mais potente que o metilfenidato, firmaco estruturalmente
relacionado as anfetaminas. A molécula LDX estd ligada covalentemente ao aminoacido L-
lisina e quando biotransformada divide-se em L-lisina e D-ANF (a porcdo ativa do
medicamento) (Figura 4). Tripsina, que € encontrada em abundancia no trato gastrointestinal,
acredita-se ser a principal enzima que converte LDX a D- ANF apds administragdo oral
(ROWLEY et al., 2012). Devido a D-ANF ser conhecida por ter um elevado potencial de
abuso, sua aquisi¢c@o estd sob estritas politicas reguladoras em varios paises, o que limita a
disponibilidade deste composto para uso em pesquisa (KOLAR et al., 2008). As propriedades

farmacocinéticas do LDX podem explicar a tendéncia para o abuso ligeiramente inferior deste
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composto, quando comparado com D-ANF (JASINSKI e KRISHNAN, 2009; ROWLEY et
al., 2012). E importante notar que as respostas comportamentais induzidas pelo tratamento
cronico de ratos com LDX permanecem desconhecidas. Em teoria, este composto pode
proporcionar uma ferramenta alternativa para o desenvolvimento de um novo modelo

farmacolégico de mania.

Figura 4: Conversao enzimatica de LDX a L-Lisina e D-ANF ( Pennick, 2010).
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Figure | Enzymatic conversion of LDX to active d-amphetamine,
Abbreviation: LDX, lisdexamfetamine dimesylate.

Assim, o presente estudo foi desenhado para: (1) testar os efeitos dose-resposta da
administracdo sub-cronica de LDX na atividade locomotora de ratos, (2) investigar as
alteracdes induzidas por LDX nos parametros de estresse oxidativo, ou seja, de peroxidagdo
lipidica e glutationa reduzida (GSH), niveis de BDNF e alteragdes no volume cerebral das
areas PFC, HC e CE dos ratos e (3) testar os possiveis efeitos de litio na prevenc¢do e / ou
reversdao da hiperlocomocao induzida por LDX associada a alteragdes no balanco oxidativo e

plasticidade.
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2. JUSTIFICATIVA

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude, o TAB € considerado uma das dez
principais causas de incapacidade no mundo (LOPEZ e MURRAY, 1998). Acomete de 1,5% - 4%
das pessoas mundialmente (BALLONE, 2005). Tais fatores determinam o TAB como um
problema de satde publica e com necessidade de atencdo especifica e terapias eficazes.

Todavia, o contexto atual ainda permanece com poucas alternativas de tratamento,
sendo o Li o principal medicamento utilizado devido seus efeitos antimaniacos, anti-suicida e
levemente antidepressivos, atuando como estabilizante do humor. Tem a limitacdo da janela
terapéutica ser muito pequena, podendo resultar em efeitos toxicos quando administrado além da
dosagem preconizada, sendo importante que o paciente que faz uso de tal medica¢do faga
periddica avaliacdo da concentracdo sérica deste farmaco.

Alternativas farmacoldgicas utilizadas na fase maniaca sdo os anticonvulsivantes e
antipsicéticos. Entretanto, a disponibilidade farmacoldgica ativa ainda € muito escassa, sendo
necessario o avango de pesquisas na investigacdo de novos e eficazes farmacos para esse
transtorno.

A investiga¢do pré-clinica tem como ferramenta principal os modelos animais, ja que
estes se apresentam como 0 meio para avancos em termos farmacoldgicos e de fisiopatologia de
doengas que ainda encontram-se com lacunas quanto a sua génese.

O modelo animal de TAB ainda se apresenta com limita¢des inerentes, jd que ainda
ndo € possivel induzir no animal o processo de alternincia entre as fases de mania e depressdo que
€ caracteristico no ser humano. Logo, tais modelos sdo executados separadamente e o modelo
cldssico de mania é o modelo induzido pelo farmaco da classe dos psicoestimulantes, d-ANF.

Contudo, devido ao uso irracional e abusivo dos firmacos desta classe, os 6rgdos de
fiscalizacdo e normatiza¢do para aquisi¢do e comercializagdo de fdrmacos no pais vetaram o
comércio das anfetaminas no Brasil, inclusive dos derivados utilizados na pesquisa.

Diante disso, e com os insuficientes meios de investigacdo de novos fdirmacos para o
TAB € que o presente projeto se propds a estudar os efeitos do LDX como possivel modelo
alternativo de mania, pois além do farmaco ter a caracteristica de apds ser metabolizado se

converter a D-ANF, € um medicamento de fécil aquisicdo em termos financeiros e logisticos.
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3. Objetivo Geral

Investigar o potencial de Dimesilato de Lisdexanfetamina (LDX) como possivel modelo

animal do episédio de mania do TAB através da avaliacao dos critérios de face, constructo e

preditivo.

3.1. Objetivos Especificos

- Critérios para validade de face:

o Realizar estudos dose-resposta para a determinagdo da dose ideal de LDX para

validacdo do modelo animal de mania do TAB;

o Examinar a hiperlocomog¢do apds administracdo sub-cronica de LDX em ratos

machos;

- Critérios para validade de constructo:

)

Determinar a presencga de estresse oxidativo apds a administragao de LDX
em diferentes dreas cerebrais de ratos através da determinacdo de defesas
antioxidantes como:

- Niveis de Glutationa Reduzida (GSH);

- Niveis de Superéxido Dismutase (SOD)
Verificar as alteracOes na concentracdo de Malonaldeido como medida da
peroxidacdo lipidica em dreas cerebrais de animais apds tratamento com
LDX;
Analisar os niveis de Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF) em
areas cerebrais de ratos apos administragdo de LDX;;
Avaliar as alteracdes no volume cerebral das dreas CE, HC e PFC dos

animais tratados com LDX em comparacdo com o grupo controle

- Critérios para validade preditiva

o Averiguar o efeito do estabilizante do humor Litio na prevencao e reversao dos

efeitos comportamentais e neuroquimicos de LDX em ratos machos;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos 75 dias (adultos) ap6s o nascimento,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceard (UFC), ambientados em
grupos de 6 animais em caixas de propileno 26 + 2 °C, a um ciclo claro/escuro de 12 h,
recebendo racdo padrio e dgua “ad libitum”. Os experimentos foram conduzidos de acordo
com o Guia de Cuidados e Usos de Animais de Laboratério do Departamento de Satde e
Servicos Humanos dos Estados Unidos da América (OLFERT et al, 1993), salientando que
todos os esfor¢cos foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais. A presente pesquisa
foi aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa Animal (CEPA) da UFC, com protocolo n°
65/2012.

4.2. Droga utilizada

Dimesilato de Lisdexanfetamina (LDX; Vyvanse ®, Shire, EUA), e Carbonato de
Litio (Li; Sigma-Aldrich Corporation, St Louis, EUA) foram os farmacos utilizados.

Para o LDX inicialmente foi realizada uma curva dose-resposta para a
determinacdo da dose de LDX capaz de induzir a hiperlocomo¢do, nas seguintes
concentracoes: 1,0 e 1,5 mg/kg. Como os resultados com doses mais baixas ndo foi
significativo, doses maiores foram testadas, sendo as doses escolhidas de 10 e 30 mg/kg
escolhidas para avaliar os outros parametros. As solucdes foram preparadas diariamente e
administradas por via oral (1ml/ 100 g de peso corporal) uma vez ao dia.

A dose de carbonato de Litio foi 47,5mg/kg sendo preparada diariamente e

administrada por via intraperitoneal duas vezes ao dia.

4.3. Estratégia experimental

As metodologias seguidas na pesquisa basearam-se na sequéncia dos critérios para
validacdo de um modelo animal de mania, os quais s@o denominados de face, constructo e
preditivo. O protocolo inicial buscou determinar a validade de face, através da observagao de
qual dose administrada em ratos mimetizaria o comportamento caracteristico e ja estabelecido
na pesquisa em que o animal com mania apresenta hiperlocomocao e apds isto duas doses que

indicaram esse perfil foram escolhidas para avaliacdo quanto a validade preditiva e de

constructo.
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Com as duas doses escolhidas foram avaliados parametros relacionados a
fisiopatologia do TAB como estresse oxidativo (TBARS, SOD, GSH), Fator Neurotréfico
Derivado do Cérebro (BDNF), sendo estes os parametros que valem como critério para
validacdo de constructo.

Quanto a validade preditiva buscou-se avaliar o potencial preventivo e terapéutico
do farmaco padrdo utilizado para o TAB, o Li, em animais tratados com as doses 10 e
30mg/kg do farmaco LDX. O tratamento de prevencdo simula a fase de manutencdo da

estabilidade do TAB.

4.4. Tratamento dos animais e protocolo para avaliacao de parametros de um modelo

animal de mania

Inicialmente os animais foram divididos em trés grupos com tratamento de sete
dias uma vez ao dia: Grupo 01 (tratamento com LDX 10mg/kg via oral); Grupo 02
(tratamento com LDX 30mg/kg via oral); Grupo 03 (Salina via oral). Nesse intervalo foi feito
teste de campo aberto para avaliar no primeiro dia antes da primeira administracio e no
terceiro, quinto e sexto dia 2h apds tratamento com o farmaco LDX. O periodo de avaliagdao
de 2h foi escolhido baseado nos achados de Rowley e al., 2012, nos quais o pico de efeito
comportamental da LDX ocorreu em 90 — 120 min apds a administracdo da droga, voltando
aos niveis de controle 195 min apds a administracdo. Da mesma forma o modelo animal de
mania utilizando d-anfetamina estabelece o periodo de 120 min para avaliacdo das alteracdes
comportamentais (FREY et al., 2006). Com isso foi possivel avaliar a hiperlocomoc¢do do
animal durante esse periodo e estabelecer uma curva em que se buscava relacionar efeito do
farmaco ao comportamento do animal.

Os ratos foram divididos aleatoriamente em 11 grupos experimentais distribuidos

em dois protocolos (Fig. 5 e Fig.6).

4.4.1. Protocolo I - Dose-resposta para avaliar alteracoes comportamentais induzidas

por LDX

Um estudo de dose-resposta foi realizado para determinar a altera¢do na atividade
locomotora induzida por LDX em ratos. Para este efeito, diferentes grupos de animais foram

administrados por via oral durante 7 dias LDX (1,0, 1,5, 10 e 30 mg / kg).
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Antes da primeira administragdo do farmaco, bem como 2 h ap6és a administragdo
de LDX no 3° 5° e 7° dias do tratamento, os animais tiveram a sua atividade locomotora
avaliada usando o teste de campo aberto (descrita na secdo 3.5.1), para determinar as
alteracdes comportamentais induzidas por LDX em cada animal ao longo do tempo.
Conforme mencionado acima, o intervalo de tempo de 2 horas apds a administragio LDX
usado para determinacdes de comportamento foi baseado em estudos anteriores sobre D-ANF

na indugdo de mania (FREY et al., 2006a).
4.4.2. Protocolo II — Determinac¢ao das alteracoes neuroquimicas induzidas por LDX )

Os animais tratados com LDX nas doses de 10 e 30mg/kg foram sacrificados por
decapitacdo e as dreas cerebrais cortex pré-frontal (PFC), hipocampo (HC) e corpo estriado
(CE) foram dissecadas e congeladas (armazenadas a -70 ° C) até a determinacdo dos testes
neuroquimicos, os quais foram: Andlise de Presenca de Estresse Oxidativo (GSH, SOD e
TBARS), Dosagem de niveis do Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF) e
Avaliacdo das Alteracdes do Volume Cerebral das areas dissecadas, com a finalidade de
avaliar parametros alterados e presentes na fisiopatologia do TAB. Estes testes estdo descritos

detalhadamente nas se¢des 3.5.2.2.; 3.5.2.3; 3.5.2.4; 3.5.2.5; 3.5.2.6.

4.4.3. Protocolo III - Determinacido do efeito de Li na prevencio e reversio das

alteracoes comportamentais e neuroquimicas induzidas por LDX

Com base na avaliacdo da dose-resposta de LDX foram selecionados as doses de 10
e 30 mg / kg da droga visando observar o efeito de preven¢ao e reversao dos efeitos do LDX

quando tratados com Li.
4.4.4. Tratamento prevencao

No modelo de prevencdo, simulamos a fase de manuten¢do do tratamento TAB,
como proposto por Frey et al., 2006c. Os diferentes grupos de animais foram tratados com Li
(47,5 mg / kg ip) duas vezes ao dia ou uma solugdo salina durante 14 dias. Entre 0 8° e 0 14°
dia, animais tratados com Li e solucao salina receberam adicionalmente uma dose oral didria
de LDX (10 ou 30 mg / kg, vo). O intervalo de tempo entre a administracdo das drogas foi de
1 hora. A atividade locomotora utilizando o teste de campo aberto (descrita na se¢ao 3.5.1) foi
avaliada no 1°, 7° e 14° dia 2 horas apds a administracdo da droga (Fig. 1). De acordo com as

regras e protocolo da pesquisa, os ratos foram sacrificados por decapitacdo e as dreas
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cerebrais cortex pré-frontal (PFC), hipocampo (HC) e corpo estriado (CE) foram dissecadas e

o

rapidamente congeladas e armazenadas a -70 C até a determinacdo dos testes

neuroquimicos.
4.4.5. Tratamento de reversao

No modelo de reversao buscou-se reproduzir o tratamento de episddios maniacos
agudos (FREY et al., 2006¢). Em resumo, cada um dos grupos de seis animais receberam uma
dose oral didria de LDX (10 ou 30 mg / kg) ou solug¢do salina durante 14 dias. No 8° dia de
tratamento, os animais no grupo de solugdo salina e LDX receberam adicionalmente a
administracao intraperitoneal de Li (47,5 mg / kg) duas vezes por dia ou uma solugdo salina,
com um intervalo de 1 hora entre os tratamentos. Atividade locomotora foi medidano 1° 7 °
e 14 do tratamento, 2 horas apdés a administracio da droga. Apds as determinagdes
comportamentais, os ratos foram sacrificados por decapitagao e o PF, HC e CE dissecados e

armazenados a -70 ° C até a determinagdo dos testes neuroquimicos.
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.Protocolo I

Figura 5: Protocolo curva dose-resposta grupos tratados com LDX
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Protocolo 111

Figura 7: Protocolo tratamento prevenciao e reversao grupos tratados com LDX, Litio e

Salina
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0 [ 14 Dias de Tratamento
Sal orLi Sal or Li + LDX 10 or 30
movkg
Avaliacio Avaliacio Avaliacio
Comportamental Comportamental Comportamental e
Dizzecacio
Tratamento Reversao
0 7 14 Dias de Tratamento
LDX 10 or 30 mg'kg LDX 10 or 30 mg'kg +
or Sal Sal or Li
Ayaliacio Avaliacio Avaliacio
Comportamental Comportamental Comportamental e
Dissecacio

4.5. Testes de comportamento e neuroquimicos realizados
4.5.1. Teste de campo aberto

A atividade locomotora foi avaliada através do teste de campo aberto (Archer, 1973).
Este teste foi realizado em um campo de 50 cm x 50 cm rodeado por paredes de 50 cm de
altura feito de acrilico. O chdo do campo aberto foi dividido em quatro partes iguais por linhas
pretas. O aparelho foi colocado em uma sala com luz vermelha. Os animais foram
cuidadosamente colocados no centro do campo e foi permitido que eles explorassem
livremente o cendrio por 1 min (periodo de habituagdo). Cruzamentos das linhas pretas -
crossings (utilizado para determinar a atividade horizontal) foram quantificados por 5

minutos, bem como rearings (utilizado para determinar a atividade vertical).
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4.5.2. Testes Neuroquimicos

Conforme citado anteriormente, os testes neuroquimicos realizados foram GSH,

TBARS, SOD, BDNF e Avalia¢do do Volume das Areas Cerebrais das dreas dissecadas.
4.5.2.1 Preparacao de tecido

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

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

Os niveis de Glutationa Reduzida foram avaliados para estimar defesas endégenas
contra o estresse oxidativo. O método € baseado na reacdo de reagente de Ellman (DTNB),
com grupos tiol livres. As dreas do cérebro foram diluidas em tampao de 0,02 M de EDTA
(10% w / v) e adicionadas a uma solucao de acido tricloroacético a 50%. Apds centrifugacdo
(3000 rpm/15 min), o sobrenadante do homogeneizado foi recolhido e os niveis de GSH
foram determinados (SEDLAK e HANUS, 1982). Resumidamente, as amostras foram
misturadas com 0,4 M de tampao tris-HCI, pH 8,9 e 0,01 M de DTNB. Niveis de GSH foram
determinados por espectrofotometria a 412 nm, calculada com base numa curva padrdo de

glutationa e expressos como ng de GSH / g de tecido imido.
4.5.2.3 Niveis de espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)

O grau de lipoperoxidag¢do nos tecidos foi medido através da determinagdo dos
niveis de espécies reativas ao dcido tiobarbitirico (TBARS), conforme o método descrito por
Huang et al. (1998), seguindo o protocolo: As amostras foram homogenizadas com tampao
fosfato de potassio monobdsico 50 mM pH 7,4, 63uLL do homogenato foi misturado a 100 pL
de acido percloérico 35%, sendo estas centrifugadas (7000 rpm/15 min), no qual 150 pL do
sobrenadante foram recuperados e misturado com 50 pL de 4cido tiobarbitirico 1,2%, e em
seguida, estas amostras foram aquecidas em um banho de dgua fervente por 30 min. Apds o
resfriamento, a peroxidagdo lipidica foi determinada por absorbancia a 535 nm e foi expressa
como pumol MDA / g tecido.

Para a obten¢do da curva-padrdo de malonildilaldeido (MDA), a partir da solucdo

padrao de MDA, foram preparadas dilui¢cdes em série (16,77; 9,16; 4,8; 2;463; 1,247 e 0,627
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pmol). O branco foi feito com dgua destilada. A leitura da absorbancia foi realizada a 520 e
535 nm, o valor utilizado foi a subtracdo da leitura em 535 da leitura em 520, para

determinac¢ado da equagdo da curva-padrao de MDA

4.5.2.4 Niveis de Superéxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi mensurada de acordo com Sun, Oberley e Li (1988). A
quantidade da enzima foi avaliada medindo-se a sua capacidade de inibir a reducdo
fotoquimica do azul de nitro-tetrazolio (NBT). Neste método a riboflavina reduzida
fotoquimicamente gera O® o qual reduz o NBT produzindo formazan que absorve no
comprimento de onda de 560nm. Na presenca da SOD a redu¢do do NBT ¢é inibida. Os
resultados foram expressos em unidades da enzima por grama de proteina, que € a quantidade
da SOD necessdria para inibir a taxa de redu¢dao do NBT em 50%. O homogenato (10% em
tampao fosfato) foi centrifugado (10 minutos, 3600 rpm a 4°C). O sobrenadante foi retirado e
centrifugado novamente (20 min, 12000 rpm, 4°C). Para o ensaio utilizou-se o sobrenadante.
Numa camara escura foram misturados ImL do meio de reacdo (tampdo fosfato S0mM,
EDTA 100nM e L-metionina 13mM pH 7,8), 30 uL. da amostra, 150ul. do NBT 75uM e 300
pL riboflavina 2uM. Os tubos contendo a solucdo obtida foram expostos a lampadas
fluorescentes (15W) por 15 minutos. Ao término do tempo, levou-se o material ao
espectrofotometro com absorbancia de 560nm. A concentracdo de proteinas foi medida

utilizando o método de Bradford (1976).

4.5.2.5 Niveis de Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF)

Ap6s homogeneizagdo das areas cerebrais a 20 volumes de tampao PBS pH 7.4
foi adicionado inibidores de protease (Sigma-Aldrich), o nivel de BDNF de cada amostra foi
quantificado por ensaio imunoenzimatico (ELISA; R&D Systems, USA) de acordo com as
instrugdes do fabricante. Os resultados foram expressos em picograma de BDNF/ mg de

proteina total determinada pelo método de Lowry (1951).
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4.5.2.6. Avaliacio Volume das Areas Cerebrais Dissecadas (Grupos Tratados vs

Controle)

Anteriormente a homogeneizacao das areas cerebrais (CE, PFC e HC) as mesmas
foram pesadas logo apds a dissecagcdo. Vale salientar que a dissecacdo seguiu o mesmo
padrao em todos os animais visando manter a mesma espessura em todas as dreas e para que
tal procedimento ndo interferisse em posterior avaliacdo. Posteriormente, os volumes foram
comparados estatisticamente com os do grupo controle. Os resultados foram expressos em

mg.
4.6. Niveis séricos de medicoes de litio

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

GELENBERG, 2000).

4.7. Analise estatistica

O software utilizado para andlise dos dados foi o GraphPad Prism versao 5.0 para
Windows, GraphPad Software (San Diego, CA, EUA).

Os resultados dos estudos comportamentais foram expressos como a média +
EPM (erro padrao da média) dos nimeros de cruzamentos e levantamentos no teste de campo
aberto. Estes dados foram analisados com Two way ANOVA tendo o tratamento
farmacoldgico e o tempo como parametros, seguido pelo teste de Bonferroni.

Os resultados dos estudos neuroquimicos foram expressos em média + erro padrao
da média (EPM) e foram analisados com One-Way ANOVA seguido por um teste de Student-

Newman-Keuls. Para todas as anélises, o nivel de significincia foi p< 0,05.



37

5. RESULTADOS

5.1. PROTOCOLO I - CRITERIO DE FACE (AVALIACAO DA DOSE-RESPOSTA
AS ALTERACOES COMPORTAMENTAIS INDUZIDAS POR LDX)

A andlise da interacdo entre o nimero de cruzamentos dos animais ao longo do
tempo no teste de campo aberto (interagdo tratamento X tempo) usando two-way ANOVA
revelou efeitos significativos de tempo (F = 8,408, df = 3, P <0,0001) e tratamento (F = 52,17,
df = 3, P <0,0001) (Figura 8). Desta forma, a administracdo didria de LDX na dose de
10mg/kg induziu um aumento significativo na atividade locomotora horizontal nos 3°,5°e 7°
dias de administracdo da droga, quando comparado com o 1° dia de tratamento (p <0,001).
Similarmente, LDX na dose de 30mg/kg induziu um aumento progressivo na locomoc¢ao com
a atividade registrada no 7° dia sendo significativa quando comparado ao primeiro, terceiro e
quinto dia de tratamento (p <0,001). Alteragdes significativas no nimero de cruzamentos
foram observados apenas em doses de 10 e 30 mg/kg de LDX; as doses de 1,0 e 1,5 mg / kg

de LDX nao conseguiram alterar este parametro (Figura 8).

A atividade vertical do animal (rearings) observada ao longo do tempo (Figura 8)
também apresentou resultado significativo quando foi avaliada a intera¢do do tratamento (F =
11,15, df =3, P <0,0001) x tempo (F = 57,60, df = 3, P <0,0001). A LDX na dose de 10mg/kg
aumentou significativamente o numero de rearings no 3 ° dia de administracio do
medicamento (P <0,001). Por outro lado, foi observado um decréscimo no 5° dia (P <0,05) e 7
 dia (P <0,001) de tratamento, quando comparado com o 3 ° dia de administra¢do da droga,
com valores préximos aos registrados no 1 ° dia. Um decréscimo na atividade vertical do
animal do grupo de LDX na dose de 30mg/kg também foi observado no 7° dia, quando

comparado com o primeiro, terceiro e quinto dia de tratamento (p <0,01).
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Figura 8: Niimero de cruzamentos e rearings dos animais submetidos a quatro
diferentes doses (1, 1,5, 10 e 30 mg / kg) de Dimesilato de Lisdexanfetamina (LDX)

durante 7 dias.
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As barras representam a média + erro padrao da média do niimero de travessias (crossings) ou
rearings (n = 6-10 animais por grupo). *P < 0,05 versus dia 1; P < 0,05 versus dias 3 e "P <
0,05 versus dia 5 de acordo com Two-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni post

hoc.
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52. PROTOCOLO II - CRITERIO DE CONSTRUCTO (AVALIACAO DAS
ALTERACOES NEUROQUIMICAS INDUZIDAS POR LDX).

5.2.1. Determinacao da atividade da Superéxido Dismutase (SOD)

Ap6s o tratamento de sete dias com LDX nas doses de 10 e 30 mg/kg os animais
foram eutanasiados por decapitacdo e dissecados com o objetivo de determinar a atividade da
enzima SOD. Observou-se que os animais submetidos ao tratamento com LDX na dose de 10
mg/kg apresentaram alteracdo na atividade enzimatica da SOD no cértex pré-frontal (PFC)
em relacdo ao grupo controle (Controle: 0,1373 + 0,02100; LDX 10mg : 0,2086 + 0,01277,;
LDX 30mg: 0,1148 +0,006486 ( Figura 9 ). No corpo estriado nao houve alteracdo estatistica
significativa, embora tenha havido uma tendéncia ao aumento da dosagem de SOD nos
animais onde foi administrado LDX 10mg (Controle: 0,1806 + 0,008585; LDX 10mg : 0,2782
+ 0,08326; LDX 30mg: 0,1906 + 0,01612) (Figura 10 ). No hipocampo também ndo houve
significancia estatistica na dosagem de SOD, mesmo com o aumento nos niveis da enzima
nos animais tratados com LDX 10mg/kg (Controle: 0,06929 + 0,01478; LDX 10mg : 0,1569
+0,02732; LDX 30mg: 0,1246 + 0,01855. (Figura 11).
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Figura 9: Atividade da enzima Superéxido Dismutase no cortex pré-frontal de animais

controle e tratados com LDX nas doses de 10 e 30mg/kg .
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Cada barra representa a média + EPM de 6-10 animais por grupo. *p<0,05 quando comparado
com animais controle. ANOVA seguida por Student-Newman Keuls.
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Figura 10: Atividade da enzima Superéxido Dismutase (SOD) no corpo estriado

de animais controle e tratados com LDX nas doses de 10 e 30mg/kg .
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Cada barra representa a média + EPM de 6-10 animais por grupo. ANOVA seguida por
Student-Newman Keuls.
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Figura 11: Atividade da enzima Superéxido Dismutase no hipocampo de animais

controle e tratados com LDX nas doses de 10 e 30 mg/kg
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Cada barra representa a média + EPM de 6-10 animais por grupo. ANOVA seguida por
Student-Newman Keuls.
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5.2.2.Determinacao dos niveis de Glutationa Reduzida (GSH)

No CE observou-se que o conteido de GSH diminuiu significativamente nos animais
tratados com ambas as doses de LDX quando comparados ao grupo controle  (Controle :
895,2 + 121,5; LDX 10mg: 425,0 £41,57; LDX 30mg: 327,3 +77,92) ( Figura 12).

No PFC também houve decréscimo nos niveis de GSH nos dois grupos de LDX 10 e
30mg/kg (Controle: 611,2 + 35,99; LDX 10mg: 234,2 + 52,59; LDX 30mg: 262,1 + 39,42 (
Figura 13).

Ja no HC os niveis de GSH ndo apresentaram variacdo significativa em animais tratados

com LDX quando comparados ao controle ( Figura 14).
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Figura 12: Niveis de Glutationa Reduzida no corpo estriado de animais controle e

animais submetidos ao tratamento com LDX nas doses de 10 e 30mg\kg
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Cada barra representa a média + EPM de 6 animais por grupo. *p<0,05 quando comparado
com animais controle. ANOVA seguida por Student-Newman Keuls.
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Figura 13: Niveis de Glutationa Reduzida (GSH) no coértex pré-frontal de animais
controle e animais submetidos ao tratamento com LDX nas doses de 10 e 30mg/kg.
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Cada barra representa a média + EPM de 6 animais por grupo. “p<0,05 quando comparado
com animais controle. ANOVA seguida por Student-Newman Keuls.
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Figura 14: Niveis de Glutationa Reduzida no hipocampo de animais controle e animais
submetidos ao tratamento com LDX nas doses de 10 e
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Cada barra representa a média + EPM de 6 animais por grupo. ANOVA seguida por Student-
Newman Keuls.
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5.2.3. Determinacao dos niveis de peroxidacao lipidica

Para avaliar as alteracdes na peroxidacdo lipidica em animais submetidos ao
tratamento com LDX nas doses de 10 e 30mg/kg os niveis de MDA, a principal espécie
reativa ao acido tiobarbituirico, foram determinados. Em todas as dreas avaliadas observou-se
aumento nos niveis de MDA.

No CE os niveis de MDA mostraram-se aumentados nos animais tratados com
ambas as doses de LDX em comparacdo aos ratos controle ( Controle: 116,9 + 19,72; LDX
10mg: 717,3 £ 65,98; LDX 30: 239,4 + 18,64 ) (Figura 15).

No HC os niveis de MDA também observou-se alteracdo em ambas as doses
quando comparado aos animais controle ( Controle: 81,76 + 9,825; LDX 10mg: 544,0 + 56,60
; LDX 30: 632,2 +32,15) (Figura 16).

No PFC LDX 10 e 30 mg/kg aumentaram os niveis de MDA quando comparado
aos animais controle ( Controle: 89,77 £ 7,059 ; LDX 10mg: 591,2 + 36,81 ; LDX 30: 328,5 +
30,06) (Figura 17).

Nas trés areas cerebrais observou-se o aumento da peroxidacdo lipidica com a
dose de 10 mg/kg, indicando o potencial maior deste em mimetizar a patologia do TAB,

aspecto que se caracteriza no valor preditivo de um modelo animal de doenca.
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Figura 15: Niveis de MDA (marcador de peroxidacao lipidica) no corpo estriado de

animais controle e tratados com dose de 10 e 30mg\kg de LDX.
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Cada barra representa a média = EPM de 6-10 animais por grupo. *p<0,05 quando comparado
com animais controle. ANOVA seguida por Student-Newman Keuls.



49

Figura 16: Niveis de MDA (marcador de peroxidacao lipidica) no hipocampo de animais
controle e tratados com dose de 10 e 30mg\kg de LDX.
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Cada barra representa a média = EPM de 6-10 animais por grupo. “p<0,05 quando comparado
com animais controle. ANOVA seguida por Student-Newman Keuls.
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Figura 17: Niveis de MDA (marcador de peroxidacao lipidica) no cértex pré frontal de

animais controle e tratados com dose de 10 e 30mg\kg de LDX
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Cada barra representa a média = EPM de 6-10 animais por grupo. *p<0,05 quando comparado
com animais controle. ANOVA seguida por Student-Newman Keuls.
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5.2.4. Determinacao do Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF) em animais

tratados com LDX

As neurotrofinas, em especial o BDNF, parecem estar implicadas no mecanismo
fisiopatoldgico de diversos transtornos psiquiatricos, dentre eles, o TAB.

Ao avaliar este parametro nos animais tratados com LDX observou-se diminui¢do
nos niveis de BDNF no tratamento com ambas as doses de LDX.

No CE foi observado diminuicdo dos niveis quando comparado ao controle
(Controle: 91902 + 30603 ; LDX 10mg: 73723 + 11859 ; LDX 30: 61257 + 27698). (Figura
18)

No HC os niveis de BDNF também diminuiram quando comparados ao controle (
Controle: 603669 + 97311; LDX 10mg: 437303 + 24186 ; LDX 30: 346927 + 31721) (Figura
19).

No PFC houve uma diminuicdo significativa de BDNF quando comparado aos
niveis do controle (Controle: 299142 + 51638 ; LDX 10mg: 69568 + 9961; LDX 30mg:
36326 + 28432) (Figura 20).
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Figura 18: Niveis de BDNF (Fator Neurotroéfico Derivado do Cérebro) no corpo estriado

de animais controle e tratados com dose de 10 e 30mg\kg de LDX.
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Cada barra representa a média = EPM de 6-10 animais por grupo. “p<0,05 quando comparado
com animais controle. ANOVA seguida por Student-Newman Keuls.
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Figura 19: Niveis de BDNF (Fator Neurotroéfico Derivado do Cérebro) no hipocampo de

animais controle e tratados com dose de 10 e 30mg\kg de LDX.
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Cada barra representa a média + EPM de 6-10 animais por grupo. “p<0,05 quando comparado
com animais controle. ANOVA seguida por Student-Newman Keuls.
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Figura 20: Niveis de BDNF (Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro) no cortex pré-

frontal de animais controle e tratados com dose de 10 e 30mg\kg de LDX.
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Cada barra representa a média + EPM de 6-10 animais por grupo. **“¢ p<0,05 quando
comparado com animais controle. ANOVA seguida por Student-Newman Keuls.
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5.2.5. Determinaciio das alteracdes do Volume Cerebral das Areas dissecadas dos
animais tratados com LDX

O volume da drea PFC dos animais tratados com LDX 10 e 30mg\kg aumentou
quando comparado ao grupo controle (PF — LDX 10: 16,93 + 3,96; LDX 30: 15,59 + 4,73)
enquanto HC diminuiu (HC- LDX 10: 14,03 + 3,92; LDX 30: 13,44 + 3,76) e no CE somente
alterou com aumento na dose de 30mg\kg (CE — LDX 30: 30,32 + 4,76).

Figura 21: Niveis de variacdo no volume cerebral das areas CE, HC e PFC de animais

controle e tratados com dose de 10 e 30mg\kg de LDX.
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Cada barra representa a média + EPM de 6-10 animais por grupo. **“¢ p<0,05 quando

comparado com animais controle. ANOVA seguida por Student-Newman Keuls.
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5.3. PROTOCOLO III - CRITERIO PREDITIVO (AVALIACAO DAS ALTERACOES
COMPORTAMENTAIS E NEUROQUIMICAS INDUZIDAS POR LDX -
PREVENCAO E REVERSAO POR LITIO).

5.3.1.TRATAMENTO DE PREVENCAO

A andlise do nimero de cruzamentos dos animais entre os quadrantes do campo
aberto ao longo do tempo nos grupos submetidos ao tratamento de prevengdo (Figura 22A)
ndo revelou alteragdo significativa quando comparado tratamento x tempo. Na verdade, a
administracdo de Li durante 7 dias ndo resultou em diferengas na atividade locomotora. Da
mesma forma, a co-administragdo de Li e LDX manteve inalterada a atividade locomotora dos
animais, em comparagdo com o 1° e 7° dia, em ambas as doses LDX estudadas. No que diz
respeito a atividade vertical do animal no campo aberto (Figura 22B), a administracdao de Li
durante 7 dias diminuiu este parametro (P <0,05). A co-administragdo de Li e LDX 10mg,
entre 0 8° e 14° dia ndo preveniu as alteracdes na atividade vertical do animal (Figura 22C).
Por outro lado, os animais tratados com Li e LDX 30mg/kg apresentaram um decréscimo na
atividade vertical, que foi significativa em comparacdo com o 1 ° e 7 ° dia de tratamento (P

<0,05) (Figura 22D).

A andlise dos parametros de estresse oxidativo em animais submetidos ao tratamento
de prevencdo (Figura 23) demonstrou que a administracdo de LDX nas doses de 10 e 30mg/kg
reduziu o teor de GSH no PFC e CE, em comparagdo com animais controle (PFC - F [2,16] =
24,97, P <0,001; ST - F [2,16] = 11,24, P <0,01). No PFC, a queda nos niveis de GSH
induzida pela administracdo de LDX nas doses de 10 e 30 mg/kg foi significativamente
prevenida por Li (F [6,38] = 2,511, P <0,05). O pré-tratamento com Li preveniu queda nos
niveis de GSH (p <0,05) no CE de animais tratados com LDX 10 mg / Kg. Entretanto, o Li
nao conseguiu prevenir a diminui¢ao nos niveis de GSH no CE de animais tratados com LDX

na dose de 30mg/kg. Nao foram observadas alteragdes nos niveis de GSH no HC.

A administragdo de LDX nas doses de 10 e 30mg/kg aumentou significativamente a
peroxidacdo lipidica representada pelo teor de MDA em todas as dreas do cérebro estudados
em comparagdo com os animais controle (Figura 23). No PFC (F [6,37] = 52,38, P <0,001),
HC (F [6,39] = 75,28, P <0,001) e CE (F [6,40] = 54,47, P <0,001) o Li impediu acréscimos

nos niveis de MDA induzidos por ambas as doses de LDX.
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Ambas as doses de LDX induziram diminuicdo nos niveis de BDNF nos animais
tratados. Entretanto, o Li ndo conseguiu prevenir tal acdo do LDX, permanecendo baixos os

niveis de BDNF com o co-tratamento de Li e LDX (Figuras 25, 26 e 27).

Na andlise da variagdo do volume cerebral dos grupos de prevencao observou-se que
no PFC houve uma diminuic¢do tanto quando comparado ao controle como quando comparado

aos grupos tratados somente com LDX 10 e 30mg/kg (Figura 28).

Devido ndo ter havido significancia estatistica no critério de constructo quanto a

dosagem de SOD tal parametro ndo foi avaliado na fase de prevengao.
5.3.2. TRATAMENTO REVERSAO

Os resultados das alteragdes na atividade locomotora no teste do campo aberto dos
animais submetidos ao tratamento de reversdao analisados através do Two-way ANOVA
revelou efeito significativo do tempo x tratamento (F = 16,27, gl =2, P <0,0001) (Figura 8 ).
A administragdo de LDX nas doses de 10 e 30mg/kg durante 7 dias provocou um aumento
significativo na atividade locomotora horizontal dos animais (P <0,01). A co-administra¢ao
de LDX 10mg/kg e Li entre o 8° e o 14° dia, diminuiu significativamente a hiperatividade
induzida pela LDX 10 mg/kg (P <0,01) quando comparado com o 7° dia. Pelo contrario, a co-
administracio de LDX 30mg/kg e Li ndo alterou a hiperlocomoc¢do induzida por LDX
30mg\kg (P <0,01) quando comparado com o 1° dia. J4 a co-administracdo de LDX 10mg/kg
com Li, bem como de LDX 30mg/kg com Li diminuiu significativamente a atividade vertical
no campo aberto (P <0,05) quando se observa o 7° dia em comparag¢ao com o 1° dia, um efeito

que persistiu até ao 14° dia (P <0,05).

A avaliacdo dos niveis de GSH e de peroxidacdo lipidica (Figura 23) nos animais
submetidos ao tratamento de reversdo demonstrou uma diminuicao no conteido de GSH no
PFC causada por LDX 10 e 30mg/kg e que a alteracdo foi significativamente revertida por Li
em ambas doses (F [6,38] = 2,511, P <0,05). Contudo, o, Li ndo reverteu a diminui¢ao nos
niveis de GSH no CE induzida por ambas as doses de LDX. No HC ndo foram observadas

alteracoes.

A presencga de peroxidagdo lipidica causada por LDX nas doses de 10 e 30mg/kg

quando comparado ao controle foi significativamente revertida por Li em todas as doses e
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areas cerebrais estudadas: PFC (F [6,37] = 52,38, P <0,001), HC (F [6,39] = 75,28, P <0,001)
e CE (F [6,40] = 54,47, P <0,001) (Figura 24).

Os baixos niveis de BDNF ap6s tratamento com ambas as doses de LDX nao foram

revertidos com a administracdo de Li (Figuras 25, 26 € 27).

A avaliac@o do volume das dreas cerebrais estudadas ndao apresentou reversdao quando
comparadas ao peso das dreas do grupo controle: PFC (F [20,00] =0,8108, P <0,001), HC
(F [9,086] = 0,6375, P <0,0001) e CE (F [ 10,96 ] = 0,6868, P <0,0001 (Figura 28).

Devido ndo ter havido significancia estatistica no critério de constructo quanto a

dosagem de SOD tal parametro ndo foi avaliado na fase de prevencao.

Figura 22: Numero de crossings (A) e rearings (B) no tratamento de prevencao.

Numero de crossings (C) e rearings (D), no tratamento de reversao (n = 6-10 animais por

grupo).
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As barras representam média *+ erro padrio da média do nimero de travessias ou
levantamentos. LDX 10 = lisdexanfetamina dimesilato 10 mg / kg, po, LDX 30 =
lisdexanfetamina dimesilato 30 mg / kg, po, Li = litio, *P < 0,05 versus dia 1; &p < 0,05

versus dia 7 de acordo com a Two-way ANOV A seguido por o teste post hoc de Bonferroni.
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Figura 23: Niveis de Glutationa Reduzida (GSH) e de acido tiobarbitirico-TBARS
(MDA, um marcador de peroxidacao lipidica), no cortex pré-frontal, hipocampo e corpo

estriado, apds o tratamento de prevencio (n = 6-8 para cada grupo).
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As barras representam média + erro padrao da média. LDX 10 = lisdexanfetamina dimesilato
10 mg / kg, po, LDX 30 = lisdexanfetamina dimesilato 30 mg / kg, po, Li = litio; * P < 0,05
versus controlo; " P < 0,05 versus grupo LDX 10; “P < 0,05 versus grupo de acordo LDX 30 a
One-way ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls como teste post hoc.
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Figura 24: Niveis de glutationa reduzida (GSH) e de acido tiobarbitirico- TBARS
(MDA, um marcador de peroxidacao lipidica), no cortex pré-frontal, hipocampo e corpo

estriado apos tratamento de reversao (n = 6-8 para cada grupo).
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As barras representam média + erro padrdao da média. LDX 10 = lisdexanfetamina
dimesilato 10 mg / kg, po, LDX 30 = lisdexanfetamina dimesilato 30 mg / kg, po, Li = litio; *
P < 0,05 versus controlo; bp< 0,05 versus grupo LDX 10; “P < 0,05 versus grupo de acordo

LDX 30 a ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls como teste post hoc.



61

5.3.3. PREVENCAO E REVERSAO - NiVEIS DE BDNF

Figura 25: Niveis de BDNF (Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro) no corpo

estriado apés tratamento de prevencio e reversao (n = 6-8 para cada grupo).
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As barras representam média + erro padrdo da média. LDX 10 = lisdexanfetamina
dimesilato 10 mg / kg, po, LDX 30 = lisdexanfetamina dimesilato 30 mg / kg, po, Li = litio; *

P <0,05 versus controle. ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls como teste post hoc.
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Figura 26: Niveis de BDNF (Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro)

no cortex pré-frontal apés tratamento de prevencio e reversio (n = 6-8 para cada

grupo).
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As barras representam média + erro padrdo da média. LDX 10 = lisdexanfetamina
dimesilato 10 mg / kg, po, LDX 30 = lisdexanfetamina dimesilato 30 mg / kg, po, Li = litio; *

P< 0,05 versus controle. ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls como teste post hoc.
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Figura 27: Niveis de BDNF (Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro) no hipocampo

apos tratamento de prevencao e reversao (n = 6-8 para cada grupo).
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As barras representam média + erro padrdo da média. LDX 10 = lisdexanfetamina
dimesilato 10 mg / kg, po, LDX 30 = lisdexanfetamina dimesilato 30 mg / kg, po, Li = litio; *

P <0,05 versus controle. ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls como teste post hoc.
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5.3.4. Prevencao e Reversiao — Volume cerebral areas dissecadas

Figura 28: Niveis de variacdo do volume cerebral das areas CE, HC, PFC dos animais
tratados com LDX, e nos protocolos de prevencao e reversao.
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As barras representam média + erro padrao da média. LDX 10 = lisdexanfetamina dimesilato
10 mg / kg, po, LDX 30 = lisdexanfetamina dimesilato 30 mg / kg, po, Li = litio; * P < 0,05

versus controle. ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls como teste post hoc.



65

6. DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho demonstram que o farmaco lisdexanfetamina
(LDX), recentemente introduzido no mercado brasileiro para o tratamento do Transtorno de
déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH) apresentando d-anfetamina em sua composi¢do,
apresenta similaridades em seus efeitos comportamentais e neuroquimicos aos da d-
anfetamina, amplamente utilizada como modelo animal de mania, podendo se tornar um
modelo animal mais acessivel que a d-anfetamina, para o estudo da fisiopatologia bem como

para o desenvolvimento de fairmacos para o tratamento deste transtorno mental.

O transtorno afetivo bipolar (TAB) € um transtorno mental grave e devastador
associado a altas taxas de suicidio e dificuldade de permanéncia em atividades cotidianas
como o trabalho (BELMAKER, 2004; KUPFER, 2005). A principal marca para o diagnéstico
clinico do TAB € a presenga de sintomas maniacos (American Psychiatric Association, 1994;

BELMAKER, 2004).

Ha necessidade de maiores pesquisas acerca da precisa fisiopatologia do TAB, o
que ¢ essencial para o desenvolvimento de terapias especificas mais efetivas e mais toleraveis

do que as terapias existentes (ZARATE et al., 2006).

H4 mais de 50 anos, desde a identificagdo dos efeitos antimaniacos do Litio, ndo
foi desenvolvido outro farmaco especifico para o tratamento de TAB, exigindo novas

abordagens terapéuticas (VALVASSORI et al, 2010).

Pesquisas com novos farmacos necessitam de modelos animais ja estabelecidos e
o desenvolvimento de modelos animais tem sido uma ferramenta importante na investigacao
intracelular de sistemas que possam estar envolvidos no TAB (EINAT et al., 2003; MANIJI e
CHEN, 2002) bem como contribuir com novas abordagens farmacoldgicas (LAMBERTY et
al., 2001).

Um modelo animal de TAB tem a hiperlocomog¢ao no teste do campo aberto como
o principal parametro avaliado, pois assemelhar-se a algumas caracteristicas de um episédio
maniaco, como euforia, irritabilidade, agressividade, insonia hiperatividade, ou desejo sexual

aumentado. Pesquisas buscando modelos animais de mania j4 reconheceram hd muito tempo
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que a administracio de farmacos dopaminérgicos, tais como a d-anfetamina, induzem
sintomas maniacos (STRAKOWSKI e SAX, 1998; FREY et al.,, 2006). Considerando a
dificuldade em modelar a natureza altamente complexa da oscilagdo de humor no TAB, a

hiperatividade induzida por psicoestimulantes é o melhor modelo animal estabelecido de

mania (EINAT et al., 2000; MACHADO- VIEIRA et al, 2004; FREY et al., 2006a).

Entretanto, as limitagdes atuais na compra e uso de d-anfetamina em pesquisas no
Brasil e no mundo vem limitando os avancos na investigacao terapéutica para fase maniaca do

TAB.

Ainda ndo ha na literatura dados a respeito deste papel do LDX. E assim com os
testes observou-se que a administracio oral de LDX em ratos durante 7 dias induz
hiperlocomog¢ao acompanhada por decréscimos nos niveis de GSH e BDNF e aumentos na
peroxidacdo lipidica, e alteragdes no volume das dreas do cérebro relacionadas com a

fisiopatologia do TAB ( PFC, HC e CE ).

Hiperlocomoc¢do juntamente com balanco pré-oxidativo nas regides cerebrais
citadas sdo alteragdes descritas como caracteristicas e que se apresentam, em modelos animais
de mania (FREY et al.,, 2006a; FREY ez al., 2006c; ANDREAZZA et al., 2008). A
administracao do estabilizador de humor Li preveniu e reverteu principalmente, as alteracdes
comportamentais € neuroquimicas causadas por LDX 10mg/kg confirmando nossos achados
iniciais. Avaliados em conjunto, estes resultados indicam que LDX pode ser uma ferramenta

farmacoldgica promissora como modelo de mania em roedores.

Recentemente, uma "sindrome de desregulacdo dopaminérgica" em TAB foi
levantada como hipétese na fisiopatologia da doenca (BERK er al., 2007). Este modelo
propde uma desregulacdo de transmissdo ciclica quantitativa de Dopamina (DA) em TAB,
com a fase maniaca sendo associada com um aumento na transmissdo de DA. Dessa forma, a
administracdo de farmacos dopaminérgicos e sua atuagdo como na neurotransmissao de DA
apresenta-se como modelo de mania (FREY et al., 2006b; DA-ROSA et al., 2012). Um dos
mais utilizados modelos animais de mania no TAB € o modelo com D-ANF (EINAT, 2006,
Frey et al., 2006b; FLAISHER-GRINBERG et al., 2010). Como descrito anteriormente, a
administracio de D-ANF aumenta a liberagdo de monoaminas, principalmente DA, por
mecanismos moleculares que incluem troca por difusdo, transporte reverso, inibicdo de

proteinas de transporte, entre outros (FLECKENSTEIN et al., 2007). De fato, disfuncdes no
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sistema dopaminérgico podem participar dos processos fisiopatolégicos de transtornos
afetivos, porque esta monoamina estd relacionada com a regulacio do humor em humanos
(BEAUCHAINE et al., 2011) e tais comportamentos sdo observados em experimentos
animais (BREUILLAUD et al., 2012; DENT e NEILL, 2012). Em roedores, a administracao
de farmacos dopaminérgicos € conhecida por induzir hiperlocomog¢do (KLEIIN ez al., 2012).
Em termos bioquimicos, a dopamina, por sua vez, possui duas vias que tem o potencial de
causar disfuncdo celular, estresse oxidativo e apoptose (BERK et al., 2011). Isto acontece
através da metaboliza¢do por enzimas como monoamino-oxidase (MAQO) com a producao de
H,0; e acido dihidroxifenilacético (BERMAN e HASTINGS, 1999) e a submissdo da DA a
hidroxilagdo nao-enzimdtica na presenca de Fe2 + e H,0,, levando a formacdo de 6-

hidroxidopamina (6-OHDA) (GRAHAM et al., 1978).

Lisdexanfetamina quando metabolizada é convertida em D-ANF. Um estudo
recente mostrou que a administragdo oral de LDX em doses equivalentes a 1,5 mg/ kg de D-
ANF, produziu menor porém permanente alteracdo no efluxo de DA e ativagdo locomotora
mediana (ROWLEY et al., 2012). Este estudo também demonstrou que, sendo este um pro-
farmaco, a liberacdo de DA no CE foi correlacionada com as concentragdes plasmaticas de D-
ANF, e ndo somente com o LDX enquanto composto original. Relatos anteriores a respeito da
absor¢do apds a administracdo oral de LDX a ratos sugeriram que esta droga tem uma
conversdo pré-sistémica (ou seja, esta acontece no sangue portal, antes da entrada para a
circulacdo sistémica) a D-ANF. Isto foi observado com base na concentragdo plasmatica
maxima (Cmax) de LDX no sangue portal dos animais que era aproximadamente 5 vezes
maior do que D-ANF, ndo obstante as concentragdes de LDX e D-ANF apds absor¢do
sist€émica foram equivalentes (PENNICK, 2010). Dado o perfil farmacocinético do LDX em
ratos (PENNICK, 2010), pode-se estimar que a dose de LDX 10 mg/kg selecionada para a
presente pesquisa (com base no protocolo de dose-resposta) pode ser equivalente a 2 mg / kg
de D- ANF que € a dose atualmente empregada em modelos animais de mania (FREY et al.,
2006a, ANDREAZZA et al., 2008, MACEDO er al., 2012). Estas propriedades
farmacocinéticas podem explicar porque o Li teve efeitos positivos principalmente nas
alteracdes induzidas por LDX (10 mg/kg) e ndo na mesma intensidade em relacdo ao LDX 30
mg/kg (porque o Li poderia apenas prevenir e ndo reverter os efeitos de LDX 30 mg/kg). E
importante ressaltar que os resultados pré-clinicos ndo devem ser diretamente relacionados
como potencial prejudicial de desestabilizar o humor de pacientes que fazem uso deste

medicamento em determinados cendarios clinicos. Dados de um ensaio clinico randomizado
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com mistura de sais de anfetamina demonstrou tratamento com sucesso em pacientes
pedidtricos com TDAH em co-morbidade com TAB em uma fase estdvel (ou seja, em
tratamento continuo com estabilizadores de humor), sem indu¢do de instabilidade de humor e
/ ou interrup¢ao de mania (SCHEFFER et al., 2005 ). Além disso, um estudo recente indica
que o co-tratamento de LDX pode ser um tratamento seguro e eficaz de sintomas de TDAH
em adultos em uma amostra de pacientes com TAB clinicamente estiveis (ROGER S.

MCINTYRE, 2012).

Anteriormente foi postulado que a evolucdo negativa (ou neuroprogressiao) do
TAB pode ser devido a uma falha de mecanismos endégenos de compensacao, os quais agem
normalmente de forma alostdtica minimizando o impacto dos insultos endégenos no SNC
(POST, 2007). Um desses mecanismos € o sistema antioxidante citoplasmatico, o qual pode
impedir que EROS danifiquem o DNA, lipidos (organelas celulares e de membrana) e
proteinas (receptores, fatores de transcri¢ao e enzimas) (LENAZ et al., 2000). Alteragdes nas
enzimas antioxidantes foram anteriormente relatadas no plasma de pacientes com TAB como
evidenciado na alteragdo da atividade de glutationa-redutase e glutationa-S-transferase em
pacientes no estdgio final, quando comparados com os pacientes em fase inicial e controles
(ANDREAZZA et al., 2009 ). No modelo animal de mania por D-ANF, pardmetros de
estresse oxidativo, também sdo alterados em dreas do cérebro como PFC, HC e CE, que estdo
relacionados com a regulacdo do humor (FREY er al., 2006a). Recentemente, para melhor
determinar alteracoes comportamentais associadas com deficiéncia crénica nos niveis de
GSH, foi modulado em ratos knockout (KO) o gene da enzima glutamato cisteina ligase
(GCLM), enzima sintetizadora chave de GSH (YANG er al, 2002.), o resultado foi uma
diminui¢do em torno de 70 - 80% dos niveis de GSH no cérebro (STEULLET ez al., 2010,
NEVES DUARTE er al.,, 2012). O mesmo marcador GCLM-KO foi utilizado em
camundongos € os mesmos apresentaram anomalias fenotipicas que se assemelham a aspectos
de esquizofrenia e TAB, incluindo aumento de marcadores de estresse oxidativo (BEHRENS

e SEJNOWSKI, 2009).

Os resultados da pesquisa mostram a diminui¢cdo dos niveis de GSH em dareas
cerebrais escolhidas (PFC, HC e CE) dos grupos tratados com LDX e que o Li em quantidade
significativa preveniu e reverteu estas alteracdes, corroborando um grande conjunto de provas

que relacionam este antioxidante natural com a patogénese do TAB.
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Também foi avaliada a atividade enzimadtica da Superdxido Dismutase (SOD),
quel atua como antioxidante na defesa contra as EROs e € fator preponderante na
fisiopatologia do TAB. Ela age catalisando a destruicio do anion superéxido (Ose-),
convertendo-o em oxigénio e peréxido de hidrogénio. A ac@o desta enzima permite a
eliminacdo do O,*- mesmo em baixas concentragdes (BARREIROS, DAVID e DAVID,
2006). Pesquisas apontam aumento nos niveis de SOD no TAB, agindo como mecanismo
compensatdrio ao estado pré-oxidativo existente, o que ja € evidenciado em estudos clinicos
que indicam alto dano oxidativo sistémico em pacientes com transtorno bipolar (FREY et al,
2006b), acompanhado de aumento nos niveis de atividade da superoxido dismutase em
pacientes com TAB nas fases de mania ou depressio (ANDREAZZA, 2007). Os resultados
do presente trabalho demonstraram que apenas no PFC houve alteragdo nos niveis de SOD,
com aumento no grupo de LDX 10mg em comparac¢do com o controle. As demais dreas nao
apresentaram significancia estatistica na avaliacdo quando comparadas ao controle.

O BDNF é um parametro para avaliacio da plasticidade neuronal e amplas
evidéncias apontam seu envolvimento no TAB. E uma neurotrofina que tem papel regulador
importante na neurogénese, diferenciacdo neuronal e resiliéncia. Recente meta-andlise sugere
o BDNF como marcador periférico para avaliacdo de alteragdes de humor como no caso do
TAB, ja que evidencia-se diminui¢do dos niveis séricos durante as fases de mania e
depressdo. Aponta-se que o aumento do estresse oxidativo explique parcialmente o

decréscimo dos niveis de BDNF no soro de pacientes com TAB (MACEDO et al, 2012) .

Nos experimentos da presente pesquisa os niveis de BDNF também foram
determinados e os resultados indicaram uma diminui¢do nos niveis de todas as dreas avaliadas
(CE, HC, PEC). Entretanto, o Li ndo conseguiu prevenir nem reverter tais parametros nos
grupos tratados com LDX. Tal fato pode ser relacionado, como citado anteriormente, com a

acdo do estresse oxidativo e sua influéncia nos niveis de BDNF.

Partindo de pesquisas que demonstram através de estudos de neuroimagem que hd
alteracdo de volume em determinadas regides cerebrais envolvidas na regulagdo do humor
resolveu-se avaliar o volume das dreas cerebrais em questdo (CE, HC e PFC). Observou-se
que houve alteracdo de volume nas trés dreas estudadas, entretanto, o Li ndo conseguiu
reverter nem prevenir tal pardmetro quando comparado tal valor ao evidenciado no grupo
controle. Notou-se aumento no volume do PFC, tal fato é referido na literatura indicando

como relagdo de que na fase de mania hd um maior metabolismo nessa regiao (MALHI ez al.
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2004; STRAKOWSKI et al. 2005). J4 no HC observou-se decréscimo quando comparado ao
controle, assim como evidenciado em pesquisas clinicas (ROSOKLIJA et al. 2000).

Além disso, a peroxidacdo dos lipidios que ocorrem como resultado do estresse
oxidativo descompensado € uma descoberta importante no TAB, independentemente da fase
da doenca (ANDREAZZA et al., 2007, MACHADO-VIEIRA et al., 2007). Com base na
importancia do desequilibrio oxidativo para neuroprogressio em TAB (BERK, 2009),
observou-se valores significativos nos marcadores de peroxidacdo lipidica com ambas as
doses de LDX administradas apoiando assim a validade de construto, onde demonstra LDX
como um indutor do que se sabe até entdo da fisiopatologia do TAB. Bem como a capacidade
de Li para prevenir e reverter alteracdes neste parametro (principalmente a dose de LDX 10
mg/kg ), o que demonstra significancia no critério preditivo, j& que um dos medicamentos
classicos para o transtorno teve efeito de prevencao e reversao nos danos causados pelo LDX.
O conjunto de dados demonstrados na pesquisa, no que se refere aos critérios para validacdo
de um modelo animal, indica o LDX como agente em um modelo animal de mania

alternativo.

No geral, os resultados do presente estudo indicam que a administragdo oral de
LDX 10 mg/kg provoca alteracdo no comportamento (hiperlocomocdo) e nas dosagens
neuroquimicas (isto €, o desequilibrio oxidativo determinado por decréscimos nos niveis de
GSH e incrementos na peroxidacdo lipidica em &reas do cérebro relacionadas com a
fisiopatologia do TAB). Alteragdes que se assemelham a comportamentos andlogos a mania
(ou seja, validade de face) e fisiopatologia (ou seja, a validade de construto) em roedores

foram atingidas, porém com necessidade de pesquisas.

Afora os niveis de BDNF que ndo foram prevenidos nem revertidos, as alteragdes
observadas com a dose de 10mg\kg de LDX podem ser evitadas e revertidas pelo
estabilizador do humor Li, o que sugere que o tratamento com este cldssico estabilizador do
humor tem validade preditiva parcial neste modelo animal de mania. E com isto, a

importancia de teste com novos fadrmacos que atuem na terapéutica do TAB.

No entanto, mais pesquisas sd0 necessdrias para apreciar plenamente os
parametros de validade deste modelo animal de mania sugerido. Futuros experimentos devem
ser projetados para determinar os efeitos do LDX em outros alvos fisiopatologicos

relacionados a BD, tais como, a fun¢do mitocondrial e parametros inflamatérios (BERK et al.,
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2011). Além disso, os efeitos de outros agentes antimaniacos devem ser investigados neste

modelo.
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7. CONCLUSAO

Os resultados da pesquisa evidenciaram o potencial do farmaco da classe das
anfetaminas e com indicacdo clinica para o TDAH, Dimesilato de Lisdexanfetamina
(LDX) como um modelo animal de mania. As doses de 10 e 30mg/kg foram propostas a partir
de alteracdes comportamentais nos animais, e indicaram de acordo com as particularidades
das areas cerebrais uma validagao em critérios de face, constructo e preditivo. Dentre as duas
doses a de 10 seria a mais indicada por ser a mais proxima da dose de D-ANF utilizada como
modelo animal de mania.

Conclui-se que os dados revelam um estudo inédito e que abre possibilidades para
o aprofundamento de novas pesquisas que direcionem o estabelecimento de um novo modelo
animal de mania e com isso uma contribui¢do o desenvolvimento de novos farmacos para o

tratamento do TAB.



73

8. PERSPECTIVAS

Nesse contexto, baseado no fato de que a fisiopatologia do TAB ainda ndo esta
totalmente esclarecida, ha uma clara evidéncia da necessidade de que mais pesquisas se
aprofundem nesta proposta de modelo animal de mania. Dessa forma tal modelo possa vir a
contribuir com a investigacdo farmacoldgica pré-clinica, a qual acontece através de modelos
animais estabelecidos. Isto se evidencia na necessidade de novos modelos animais na
psiquiatria, fazendo-se necessario buscar novas op¢des de modelo animal, como no caso da
mania.

Visando aprofundar a pesquisa quanto ao papel de LDX como modelo alternativo
de mania é que outro farmaco, Valproato, estd em processo de experimento por nosso grupo
de pesquisa, visando avaliar sua a¢@o no critério preditivo desse modelo alternativo de mania.
Além do critério preditivo o VAL também serd avaliado no critério de constructo e de face,
pois os testes neuroquimicos jad determinados com o LI também serdo analisados com o
valproato, bem como outras varidveis: funcdo mitocondrial, niveis de catalase, proteinas
carboniladas, testes comportamentais de interacdo social, labirinto em cruz e novamente o
campo aberto, utilizando a dose de LDX 10mg/kg, ja que esta apresentou melhores

parametros nos dados avaliados.
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